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Zur Einfiihruneg. 


Beziiglich der natiirlichen Synthese der Eiweifstoffe und deren 
Bausteine sind mehrere Hypothesen aufgestellt worden; fiir keine der- 
selben hat man jedoch Beweise erbracht. 

Diese Arbeit hat den Zweck, die oben erwahnten Hypothesen 
einer durch experimentelle Arbeit begriindeten, kritischen Prifung 
zu unterziehen und das Versuchsmaterial, das diese Frage beleuchtet, 
zu bereichern. 


Meine Methodik unterscheidet sich von derjenigen anderer auf 
diesem Gebiete tatigen Forscher dadurch, daB ich mit N-hungrigen 
Pflanzen arbeite, und daB ich Lésungen der zu untersuchenden Stoffe 
in die Interzellularen meiner Versuchspflanzen injiziere. Bei dieser 
Arbeitsweise erfolgt bei Zufuhr geeigneter N-Quellen die maximale 
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EiweiBsynthese innerhalb 5 Stunden. Sie setzt dabei gleichzeitig in 
simtlichen chemisch wirksamen Zellen der Versuchspflanzen ein. 

Friihere Untersuchungen auf diesem Gebiet sind ausfiihrlich 
von Czapek! und von E. Komm? referiert worden. Deshalb erwihne 
ich hier nur in Kirze 


Die friiheren Hypothesen iiber die Synthese der Eiweifstoffe und deren 
Bausteine. 


Erlenmeyer jun. und Kunlin® halten es fiir méglich, daB die Synthese 
der x-Aminoséuren durch Einwirkung von Ammoniak auf die entsprechenden 
Ketosauren erfolgt. Sie stellten fest, daB Phenylacetylalanin und Glykokoll 
in vitro durch diese Reaktion hergestellt werden kénnen. Diese Hypothese 
wird gestiitzt durch den spater von Neubauer und Frommherz* erbrachten 
Nachweis, daB Ketosiéuren als Zwischenstufen bei der alkoholischen Garung 
von Aminosiuren entstehen. Die Arbeiten von Knoop®, Embden und 
Schmitz® und Kondo? haben dann erwiesen, daB Keto- und Oxysiuren in 
Tierorganismen in Aminoséuren verwandelt werden kénnen. 

O. Loew® ist der Meinung, daB die durch die Wurzeln aufgenommenen 
Nitrate durch Zucker zu Ammoniak reduziert werden. Das Ammoniak 
kondensiert sich dann mit Formaldehyd zu Asparaginaldehyd, welcher nach 
Loew das Ausgangsmaterial der EiweiBsynthese ist. Diese Hypothese 
schlieBt sich an die bedeutende Rolle an, die das Asparagin im Stickstoff- 
wechsel der Pflanze unzweifelhaft spielt. 

M. Treub® ist zu der Ansicht gelangt, daB die Aminosiurebildung in 
Pflanzenorganismen nach der Streckerschen Reaktion erfolgen kann: 
R.CH.NH, NH 
UN Hy + H,O . 
R.C.H+ NH; + HCN > R.CH +H,O> C:0 — R.CH + NHs. 

CN 


0 


| 
N Hy COOH 


Beziiglich der Entstehungsweise der Blausiure weist T'reub selbst auf 
die von L. Henry beschriebene Reaktion hin: 


COOH 
COOH 

CHNO,; —~> +HCN + HO. 
COOH 

© i. 


3 


' Biochemie der Pflanzen. Bd. 2, S. 291. Jena, G. Fischer, 1925. 
2 EiweiBbildung bei Tier und Pflanze. Freising-Miinchen, Datterer & 
Cie, 1925. 

3 Ann. 807, 150, 1899; Ber. Chem. 35, 2438, 1902. 

4H. 70, 326, 1911. 
H. 67, 489, 1910; 71, 252, 1911. 

® Diese Zeitschr. 29, 423, 1910; 88, 393, 1912. 

7 Ebendaselbst 38, 407, 1912. 

8 Chem. Ztg. 20, 149, 1896; O. Loew, Die chemische Energie der 
lebenden Zellen. Stuttgart 1906; diese Zeitschr. 41, 234, 1912. 

® Ann. du Jardin Bot. de Buitenzorg 18, 1, 1896; (2) 4, 86, 1904; 
(2) 6), 79, 1907; (2) 8, 85, 1909. 

10 Ber. Chem. 12, 1837, 1879. 


ov 


4 J. Bjorkstén: 


Bach' betont, daB Formaldehyd imstande sei, Nitrat zu Cyanwasser- 
stoff zu reduzieren. 

Treub hat den Stickstoffumsatz der Bixacaee Pangium edule, die sich 
durch einen hohen Gehalt an Cyanwasserstoff auszeichnet, untersucht. 
Bei dieser speziellen Pflanze stellte er fest, daB die Blatter auf dem Hdéhe- 
punkt des EiweiBumsatzes die meiste Blausiure enthalten; es handelt sich 
also offenbar nicht um ein bloBes Ausscheidungsprodukt. In vorsichtiger 
Form betont er die Méglichkeit, daB bei einer groBen Anzahl verschiedener 
Pflanzen die EiweiBsynthese tiber Blauséure sich vollziehen kénne, daB aber 
in diesen Fallen die Synthese momentan fortschreite, so daB Cyanwasserstoft 
nicht als Zwischenprodukt nachgewiesen werden kann. 

Beziiglich des Vorkommens der Blausiure sagt Trier*, nachdem er 
einige Pflanzen genannt hat, in denen Blausdure nachgewiesen ist : ,,Man hat 
andererseits bei vielen Pflanzen einen ganzlichen Mangel an gebundener oder 
freier Saure festgestellt. Daher kann die Blausadure nicht zu den allgemein 
verbreiteten Pflanzenstoffen gezaihlt werden, und damit fallt die Berechtigung 
fort, die Blausiure als ein normales Zwischenprodukt der EiweiBbildung zu 
proklamieren. Lhre Verbreitung ist vielleicht nicht gr6Ber als die manches 
anderen fiir gewisse Pflanzen spezifischen Stoffes, der seine Anwesenheit 
weniger leicht verrat.** 

Obgleich ich mich in dieser Frage der Ansicht Triers anschlieBe, kann 
ich doch nicht das Nichtvorkommen des Cyanwasserstoffes als Zwischen- 
produkt der EiweiBsynthese bei allen héheren Pflanzen fiir bewiesen halten. 
Es gibt ja doch Stoffe, wie z. B. Brenztraubensiure, die ohne Zweifel eine 
wichtige Rolle bei manchen biologischen Reaktionen spielen; sie konnte 
jedoch bisher nicht in héheren Pflanzen nachgewiesen werden’, wohl aber 
von Neuberg und Kobel* in niederen. 

Meyer und Schulze> waren der Ansicht, da®B durch Einwirkung von 
Hydroxylamin auf karbonylhaltige Verbindungen Oxime entstehen kénnten. 
Dieselben wiirden dann zu Aminen reduziert. Meyer und Schulze, sowie 
Lutz® zeigten, daB Hydroxylamin auf Pflanzen sehr giftig einwirkt. 

G. Trier? schreibt der Cannizzaroschen Reaktion eine bedeutende 
Rolle bei der EiweiBsynthese zu. Seiner Auffassung nach sollte als erste 
Kohlenstoffquelle der betreffenden Synthese Glykolaldehyd durch Aldol- 
kondensation aus Formaldehyd gebildet werden. Jene Verbindung unter- 
liegt dann der Cannizzaroschen Mutation in folgender Weise: 
2CH,.OH.CHO +H ,0+> CH,OH + CH,OH+ 2NH, CH,NH, + C H, NH, 

| > | 
CH,OH COOH —2H,0 CH,OH COOH 

Durch Einwirkung von Ammoniak auf die gebildeten Stoffe wiirden 

Glykokoll und Aminoathylalkohol gebildet. Diese beiden Verbindungen 


1 Monit. se. de Quesneville 1895, 8S. 5; Compt. rend. 122, 1499, 1897. 
2 G. Trier, Chemie der Pflanzenstoffe. S. 87. Berlin, Borntraeger, 1924. 
3 Klein u. Fuchs, diese Zeitschr. 213, 40, 1929. 

4 C. Neuberg u. M. Kobel, ebendaselbst 216, 493, 1929; Naturw. 1S, 
427, 1930. 

5 Ber. Chem. 17, 1554, 1884. 

6 Compt. Rend. Congr. Soc. sav. Se. 1899, S. 130. 

7G. Trier, Einfache Pflanzenbasen und ihre Beziehungen zum Aufbau 
der Eiwei8stoffe und Lecithine. Berlin 1912. 
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waren nach Trier die einfachsten N-haltigen Bausteine der Eiweibstotfe bzw. 
der Lecithine. Aus Glycerinaldehyd wird in analoger Weise Glycerinsaure 
und Glycerin gebildet; jener Stoff ergibt nach Trier mit Ammoniak Serin, 


eine Aminosaure, der Trier wie ich glaube mit Recht wegen ihrer 
Oxygruppe eine groBe Bedeutung bei der Bildung mancher als Derivate des 
Alanins betrachteten héheren Aminosaéuren zuschreibt. Als Indiz fiir die 


Richtigkeit seiner Hypothese betont Trier, daB sie eine Erklarung fiir die von 
Stoklasa betonte Parallelitat der EiweiB- und der Lecithinbildung bei héheren 
Pflanzen gebe. Mir scheint jedoch, daB jene Erscheinung durch die Tatsache, 
daB diese beiden Vorgange von der Bildung kohlenstofthaltiger Substanzen, 
also von der Assimilation abhangig sind und deshalb gleichzeitig in derselben 
Richtung verlaufen, eine geniigende Erklarung findet. 


Baudisch* hat die Kondensationsreaktionen der Nitrosylgruppe unter- 
sucht. Durch Versuche in vitro hat er bewiesen, dai Formhydroxam- 
siure aus Formaldehyd und 1,2 Nitrosylkalium entstehen kann, wenn auch 
in sehr geringer Ausbeute. Durch Reduktion der Oximgruppe kénnten 
Aminosiéuren entstehen. Baudisch ist der Meinung, die EiweiBbausteine 
kénnten bei héheren Pflanzen in analoger Weise entstehen. Seine Aut- 
fassung geht aus folgendem Schema hervor: 


gq -Hyg=N.0O.OH 
H OH 
H.CHO + NOH — © 
H NO. ¥v NOH 
SH 


OH. 


Durch Lichtenergie wiirde nach Baudisch ein Zerfall von Kaliumnitrat 
in Sauerstoff und Nitrosyl bewirkt. Nitrosy] ergibe dann mit Formaldehyd 
Nitrosomethylalkohol, der sofort in Acinitromethan und ferner in Form- 
hydroxamsaureiiberginge. Auch kénnte sich Kaliumnitrit unter Lichtwirkung 
in die Peroxydform umlagern. Diese wiirde dann mit Formaldehyd Per- 
nitrosomethylalkohol ergeben, eine Verbindung, die unter Sauerstoffabgabe 
und Umlagerung Acinitromethan und Formhydroxamsaure ergibt. Diese 
ungemein reaktiven Stoffe kénnten dann nach verschiedenen Reaktionen™ 
weitere EiweiBbausteine ergeben. Die EiweiBsynthese ware also nach Bavu- 
disch ein direkt lichtchemischer Vorgang. 


Eine ahnliche Ansicht vertreten Baly, Heilbron und Hudson®. Auch 
diese Forscher glauben, daB aus Nitrat und lichtaktiviertem Formaldehyd 
Formhydroxamsiure gebildet wird. Diese Reaktion wurde von ihnen 
in vitro mit ultraviolettem Licht realisiert. © Formhydroxamsiure soll 
dann mit Formaldehyd sofort variierende komplexere Produkte ergeben. 
Diese Synthese folgt nach Baly und Mitarbeiter zwei Hauptlinien: der 
Bildung von x-Aminosaéuren und der von N-haltigen Basen verschiedenet 
Typen. 


1 Centralbl. f. Bakt. (2) 32, 520, 1907; Ber. Chem. 44, 1009, 1911; 
Baudisch u. Mayer, Centralbl. f. Bakt. (2) 45, 1771, 1912; dieselben, 
ebendaselbst 46, 115, 1913; Ber. Chem. 49, 1148, 1159, 1176, 1916; 
Baudisch u. Klinger, Centralbl. f. Bakt. (2) 49, 1167, 1916. 

2 L. Henry, Ber. Chem. 88, 2027, 1905; Piloty, ebendaselbst 30, 
1656, 1897. 

3 Journ. Chem. Soc. 121, 1078, 1922. 
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O. Loew* hat gegen Baudischs Hypothese Einwinde erhoben, die sich 
auch auf die Anschauungen von Baly und Mitarbeitern beziehen lassen. 
Er hebt hervor, daB EiweiB ohne Zweifel auch im Dunkel gebildet werden 
kann und daBSB wir kein Recht haben, bei griinen Pflanzen eine ganz 
spezielle Methode fiir die EiweiBsynthese anzunehmen. 


W. Léb* hat folgende Synthese mittels stiller elektrischer Ent- 
ladungen realisieren kénnen, wenn auch in sehr geringer Ausbeute: 


200, +2NH; + H,O —> 2H.CONH, + H,0 +0, 


COONH, COONH, 
CON H, CH, N Hy 
COONH, COOH 
| —> | + NH; 


CH, NH, CHyNH, 


Er nimmt an, daB die EiweiBsynthese in den Pflanzenorganismen 
in dieser Weise erfolgen kénne. 


Huppert® betont auch die Bedeutung ultralabiler Verbindungen bei der 
natiirlichen EiweiBsynthese. Er stellt die Hypothese auf, daB dieselbe iiber 
labile Carbaminsiure erfolge; diese Verbindung wiirde aus CO, und NH, 
gebildet. Die labile Carbaminsaure ergibe unter Abspaltung von H,O oder 
H,0, labile Isoblau- bzw. Blausiure. Diese Verbindungen wiirden dann zu 
Cyanimidokohlensiure, dem Nitril der labilen Oxaminséure, kondensiert, und 
diese wiederum ergibe mit H,O, und H,O Cyanimidokohlensaure, die nach 
dem Autor mit NH, und CO, zum Mikromol des EiweiBes kondensiert 
wiirde. Die Hypothesen Hupperts gehen aus folgenden Formeln hervor: 


200, +2NH, = 2NH:C(OM), 
NH:C(OH), = (OM), +HN:C: 
NH:C (OH), = N!C.0H+H.0H 
HN:C:+HO.C: N = HN:C—OH 


CN 
NH 
NH 
HO.C.OH 
~ = HO.C 
HO.C.OH | +H,0+ (HO), 
i| et 
NH ja: 
N 


18NH:C.CN 
| + 30 H, 0 (+ 4H,O + H, 0, ?) 
OH 
= 18NH:C€ (OH), + 12 NH, + 6C Og + Cy Hig Ng Og (= Eiweibmikromol) 


1 Diese Zeitschr. 41, 224, 1912; Chem. Ztg. 1912, Nr. 7; Ber. Chem. 
46, 684, 1913. 

2 Zeitschr. elektr. Chem. 12, 282, 1906; Ber. Chem. 46, 684, 1913. 

3’ Konstitution und Koniiguration der EiweiSstoffe. Leipzig und 
Wien, Deuticke, 1928. 
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Das hypothetische Kiweibmikromol nach Huppert 


S| Re eee Sh! a ER ald iden dare 
! | ' ' 
CH, CH, CH, CH, CH, CH, 
| | | 
iui ME ema dg See S ca BP sce asco ne if, Ca See Cron) ... 


Huppert denkt sich die Assimilation des Nitratstickstoffes folgender- 
maBen : 
KNO;, —> KNO, + 0 — KNO+20 
CO, + (KNO), + 2H,O = OHN: COOH (H) + KNO, + KOH 
OH CH = C(OH) 
OHN:COOH (H) —~ O + NH:C€ —> 20 
0 , 
7 NH 

Das Oxyacethylenimin wire der einfachste Baustein des Pseudo- 
elweiBes. 

Da Huppert keine experimentellen Beweise fiir seine Hypothesen 
mitteilt, kénnen seine Formeln recht phantastisch erscheinen; jedenfalls hat 
Huppert die mégliche Bedeutung ultralabiler Verbindungen bei der EiweiB- 
synthese nachdriicklich hervorgehoben. 

SchlieBlich sprechen Abderhalden und Schwab! in sehr vorsichtiger 
Form aus, da8 direkt aus zyklischen Verbindungen der Koklenhydratserie 
heterozyklische Stoffe aus dem Typus von Diketopiperazin gebildet werden 
kénnten. Diese sollten dann durch Vermittlung von Nebenvalenzen zu 
EiweiBstoffen assoziiert werden. Diese Hypothese kann zu den oben (S. 3) 
zitierten Darlegungen Loews in Beziehung gesetzt werden; auch hier wiirde 
wohl eine direkte Einwirkung von Ammoniak auf Zuckerarten in Frage 
kommen. 


Methodik. 


Bei Arbeiten betreffs des Stickstoffumsatzes héherer Pflanzen 
sind bisher zwei verschiedene Arbeitsmethoden angewendet worden: 


1. Man hat Pflanzen in verschiedenen physiologischen Stadien 
analysiert und aus dem Vorhandensein oder Nichtvorhandensein ver- 
schiedener Verbindungen beziiglich des Verlaufs biologischer Reaktionen 
SchluBfolgerungen gezogen. 

2. Man hat Pflanzen in Nahrlésungen geziichtet, die verschiedene 
N-haltige Verbindunger enthielten, und aus der Zunahme des 
Pflanzenstickstoffs geschlossen, ob die betreffenden Stoffe von den 
Pflanzen verwendet wurden. 


Diese Arbeitsmethoden kénnen aber iiber den Verlauf der syn- 
thetischen Reaktionen in den Pflanzenorganismen nur eine recht 
summarische Vorstellung geben. 

Wenn ein Stoff bei der Untersuchung einer Pflanze gefunden 
wird, kann man im allgemeinen nicht mit Sicherheit feststellen, bei 


1 H. 139, 173, 1924. 


S J. Bjérkstén: 


welcher Reaktion er entstanden ist. Es ist zwar méglich, auf Grund 
theoretischer Anschauungen sich eine mehr oder weniger wahrschein- 
liche Vorstellung dariiber zu bilden, aber der experimentelle Nachweis 
kann nicht erbracht werden. 

Stoffe, die in Nahrlésungen den Pflanzen zugefiihrt werden 
und durch die Wurzeln in dieselben gelangen, konnen wahrend der Auf- 
nahme, wie auch wahrend des Transportes zu den Blattern, in denen die 
EiweiBsynthese sich hauptsachlich abspielt, in mannigfaltiger Weise 
verwandelt werden. Stoffe, die den Wurzeln zugefiihrt werden, erreichen 
nur allmahlich die verschiedenen Teile der Pflanze: Reaktionen, die bei 
der Einwirkung des fraglichen Stoffes eintreten, verlaufen deswegen 
in den verschiedenen Teilen der Pflanze nicht parallel. Also kommen 
Produkte, die zu verschiedenen Stufen der Reaktionen gehéren, in 
den Pflanzen gleichzeitig vor, was die Beurteilung der Versuchsergeb- 
nisse in sehr hohem MaBe erschwert. 

Bei den oben erwahnten Arbeitsmethoden verlaufen die ver- 
schiedenen Reaktionen in den Pflanzen gleichzeitig und mit annahernd 
normaler Intensitat ; deshalb ist es oft unméglich, festzustellen, zu welcher 
Reaktion ein Stoff, der wahrend des Versuchs entsteht — und wieder 
verschwindet — gehért. 

Eine nahere Untersuchung der EiweifBsynthese, als bisher méglich 
war, kann nur dann stattfinden, wenn folgende Forderungen erfiillt 
werden: 

1. Wahrend des Versuchs soll die EiweiBsynthese alle anderen 
Reaktionen in den Versuchspflanzen iiberwiegen. (Auf die wesentliche 
Mitwirkung des Atmungsabbaues komme ich S. 72 zuriick.) Nur in 
diesem Falle darf man behaupten, daB Stoffe, die wihrend des Versuchs 
entstehen, um wieder zu schwinden, Zwischenprodukte bei der Eiweib- 
synthese seien. 

2. Die eiweiBbildenden Reaktionen sollen in allen chemisch 
wirksamen Zellen simtlicher Versuchspflanzen gleichzeitig einsetzen, 
sonst werden Produkte, die zu verschiedenen Stufen der EiweiBsynthese 
gehéren, in den Pflanzen gleichzeitig gebildet; die Teilreaktionen 
verlaufen nicht parallel, und es wird dadurch auBerst schwierig, die Ver- 
haltnisse aufzuklaren. 


Um die beiden oben erwaihnten Forderungen soweit wie méglich 
zu erfiillen, wende ich eine Methodik an, die sich von der Methodik 
anderer auf diesem Gebiet tatiger Forscher wesentlich unterscheidet. 
Ich bin mir wohl bewu8t, daB man behaupten kann, ich hatte die 
EiweiBsynthese unter anormalen Bedingungen untersucht: auch wenn 
kiinftige Arbeiten die Berechtigung dieses Einwandes beweisen sollten, 
so sind doch die mittels meiner Methodik erzielten Ergebnisse 
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geeignet, unsere Kenntnisse tiber die Biosynthese der Eiweibstoffe 
zu erweitern. 


Bei meiner Arbeit verwende ich Pflanzen, die in einer N-freien 
Nahrlésung geziichtet werden, also stickstoffhungrige Pflanzen. Wenn 
Stickstoff diesen Pflanzen zugefiihrt wird, setzt die EiweiBsynthese 
sofort mit starker Intensitét ein: dieser ProzeB iiberwiegt alle anderen 
Reaktionen in den Versuchspflanzen, bis der EiweiBgehalt den normalen 
Stand erreicht hat. 


In dieser Weise wird die erste der oben erwaihnten Forderungen 
erfiillt. 


Die Vorteile, die durch Arbeiten mit stickstoffhungrigen Pflanzen 
zu erzielen sind, kénnen aber nur dann voéllig ausgenutzt werden, wenn 
es gelingt, auch die zweite Forderung zu erfiillen: den Stickstoff simt- 
lichen chemisch wirksamen Zellen der Pflanze gleichzeitig zuzufiihren. 


Dieses realisiere ich so, daB ich die Pflanzenteile mit einer Lésung 
desjenigen Stoffes infiltriere, dessen Umwandlungen ich im Pflanzen- 
organismus untersuchen will. Zu diesem Zwecke bediene ich mich der 
zuerst von Senn! angewendeten Vakuuminfiltrationsmethode. 


Als Objekte fiir meine Untersuchungen verwende ich Weizenkeim- 
pflanzen, nach der von mir friiher? beschriebenen Kulturmethode 
geziichtet. Ich verwende eine stickstofffreie Nahrlésung, die bei Bedarf 
aus zwei Stammlésungen hergestellt wird. Die eine Stammlésung 
wird durch Auflésung von 660 g kristallisiertem CaCl, und |. g FeCl,, 
die andere von 544g KH,PO, und 790g MgSO,.H,O in 10 Liter 
destilliertem Wasser erhalten. 50ccm der beiden Stammlésungen 
ergeben bei Verdiinnung bis 10 Liter die von mir verwendete N-freie 
Nahrlésung. Die Lésungen werden jeden dritten Tag gewechselt, wie 
in meiner oben zitierten Publikation beschrieben. Die griinen Keim- 
pflanzen wurden taglich 12 bis 17 Stunden mit 60 Watt-Osramlampen 
in Zeissschen Spiegelreflektoren in einer Entfernung von 30cm _ be- 
strahlt. Fiir jede Versuchsserie wurden die Pflanzen aus neun Kulturen 
von etwa je 1200 Pflanzen in 25 cm-Kristallisierschalen verwendet. 
Griine Pflanzen wurden bei einer Héhe von etwa licm, etiolierte 
bei etwa 20 cm untersucht. 

Bei dem Versuch werden die Blatter mit einem Rasiermesser 
abgeschnitten. Man mischt sie sorgfaltig, damit nicht eventuell vor- 
handene, zufallige Unterschiede unter den verschiedenen Kulturen 


1G. Senn, Die Gestalts- und Lageveranderung der Pflanzenchromato- 
phoren, 8. 88. Leipzig 1908. 
2 Biérkstén, Soc. Scient. Fennica. Comm. Biol. 3, Nr. 7, 1929. 
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auf die Versuchsergebnisse einwirken sollen, und fiihrt sie in zwei Saug- 
flaschen ein, die mit den Lésungen gefiillt sind, mit denen die 
Blatter infiltriert werden sollen. 

Da es mir aus praktischen Griinden nicht méglich ist, bei den 
verschiedenen Versuchsserien genau dieselbe Temperatur und CQ,- 
Gehalt der Luft zu erzielen, untersuche ich immer gleichzeitig zwei 
Lésungen. Da stets die eine der Lésungen fiir mehrere Versuchsserien 
gemeinsam ist, wird es méglich, diese miteinander zu _ vergleichen. 

Die in einer Saugflasche befindlichen Blattern werden in folgender 
Weise mit einer in der Flasche befindlichen Lésung infiltriert: 

Die Saugflasche wird mittels einer guten Wasserstrahlpumpe 
evakuiert, wonach man wieder Luft in die Flasche eindringen laBt. 
Wenn dieses etwa viermal wiederholt wird, sind die Interzellularen 
der Blatter vollstandig mit der Lésung gefiillt. Es ist leicht fest- 
zustellen, ob sie vollstindig infiltriert sind: die Blatter sind dann 
halb durchsichtig und glasartig. Damit die Blatter in den beiden 
Flaschen praktisch gleichzeitig infiltriert werden, wird die eine Flasche 
erst einmal evakuiert und gefiillt, dann werden die Blatter in der 
anderen Flasche vollstandig infiltriert, wonach die Infiltration der 
Blatter in der ersten Flasche abgeschlossen wird. 

Die vollstandig infiltrierten Blatter werden mittels einer Tiegel- 
zange aus den Saugflaschen entfernt, in zwei 25 cm-Kristallisierschalen 
gelegt und in einer dunklen Schublade aufbewahrt. Die Lésungen 
werden ausgegossen, so daB die Blatter von Luft umgeben sind. 

Stoffe, die ein Atom Stickstoff pro Mol enthalten, werden in 0,01 mol 
Lésung, andere Stoffe in Lésungen derselben Stickstoffkonzentration 
verwendet. 

Die Wasserstoffionenkonzentrationen der Lésungen wurden immer 
vor den Versuchen elektrometrisch bestimmt und durch Zusatz von 
geeigneten Mengen HCl bzw. NaOH mit einer Genauigkeit von — 0,3 
gleich gemacht. Bei den meisten Versuchen habe ich mit Lésungen 
von pu = 6 gearbeitet. 

Der gréBte Teil der fiir meine Arbeiten verwendeten chemischen 
Verbindungen wurde von der Firma Schering-Kahlbaum in reinster 
kauflicher Form bezogen. Diejenigen der untersuchten Verbindungen, 
die nicht im Handel vorkommen, wurden als Literaturpraparate in der 
synthetischen Abteilung des Laboratoriums der hiesigen Universitat 
hergestellt. 

In beiden Fallen wurde die Reinheit der Verbindungen auf die 
in der Literatur angegebene Weise gepriift; wenn die Priifung nicht 
villige Reinheit der betreffenden Verbindungen anzeigte, reinigte 
ich sie, bis keine Unreinheit mehr nachzuweisen war. 
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Nach Ablauf der Zeit. wihrend welcher der geléste Stoff auf 
die Parenchymzellen der Blatter einwirken soll, werden 40 — lg 
der Blatter aus jeder der beiden Kristallisierschalen auf einer Feder- 
waage gewogen, in V-gebogenes Metallgeflecht eingefiihrt und in einen 
Trockenschrank von 200° gebracht. Auf dem Boden des Schrankes 
befindet sich eine 2cm dicke Schicht Quarzsand, um die Warme- 
kapazitat des Schrankes zu erhéhen. Auf dem Sande liegen ganz locker 
drei Metalldrahtgeflechte zur médglichst gleichmaBigen Erwarmung 
der Blatter. Die Ventilationslécher des Schrankes sind geschlossen, 
damit die Blatter bei der Erwarmung nicht trocknen sollen. In diesem 
Falle werden sie namlich leicht teilweise verbrannt. In dieser Weise 
werden die Blatter 12 Minuten erhitzt, wobei die Temperatur des 
Schrankes auf 170 bis 175° zuriickgeht. Bei dieser Behandlung 
werden die Enzyme der Blatter zerstért, und der Versuch wird also 
effektiv abgebrochen. 

Die Blatter werden aus dem Trockenschrank herausgenommen 
und hervorstehende verbrannte Blatter mittels einer Schere entfernt ; 
die iibrigen trocknete ich auf der Heizung. Im Sommer verwende 
ich zum Trocknen ein Metalldrahtgeflecht tiber einem elektrischen 
Warmeapparat. 

Im allgemeinen werden bei jeder Versuchsserie Proben in der oben 
beschriebenen Weise nach 0, 1, 3, 4, 5 und 6 Stunden genommen. 

Wenn simtliche Proben véllig lufttrocken sind, werden sie in einer 
kleinen Handmiihle zerkleinert und 1!, Tage tiber Schwefelsdure 
im Vakuumexsikkator getrocknet. Danach werden 900 bis 1100 — 1 mg 
von jeder Probe auf einer Schnellwaage abgewogen und in 200 ccm 
Kjeldahlkolben gebracht. Jeder Kolben wird mit 100 — 5ccm 
destilliertem Wasser versetzt, mit lockeren Pfropfen verschlossen und 
4 Stunden im kochenden Wasserbad erhitzt. Wahrend des Digerierens 
werden die Kolben dreimal umgeriihrt. Nach dem Digerieren fille 
ich die EiweiBstoffe aus. Meistens bediente ich mich der Barnstein- 
schen Methode! in etwas modifizierter Form. Zu jedem Kolben 
fiigte ich 10cem konzentrierte Lésung von CuSO, hinzu, wonach 
das Digerieren noch '. Stunde fortgesetzt wurde. Darauf wurde in 
jeden Kolben 0,34n NaOQH-Lésung hineinpipettiert; 0,lccm auf 
10 mg Pflanzensubstanz. Die Kolben wurden geschiittelt und die 
Fallungen in 15cm Filtern filtriert. Die Kjeldahlkolben wurden 
zweimal mit warmem Wasser gewaschen und nachher im Trocken- 
schrank getrocknet. Die Fallungen wurden noch viermal mit warmem 
Wasser gewaschen. Danach wurden sie eine Nacht auf der Heizung 
getrocknet, in die zugehérigen Kjeldahlkolben eingefiihrt und mit 


' Landw. Versuchsst. 54, 327, 1900. 
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20cem konzentrierter H,SO,, etwa 5g K,SO, und einem Tropfen 
Quecksilber verbrannt. Im Sommer wurden die Fallungen im 
Trockenschrank bei 105° getrocknet. Der Stickstoff wurde dann in 
iiblicher Weise nach Kjeldahl bestimmt. 

Weil die Problemstellung in der vorliegenden Arbeit speziell die 
Eiweibbildung bei verschiedenen N-Quellen betraf, so bestimmte 
ich in den meisten Versuchen nur den Eiweibstickstoff. In einigen 
Fallen bestimmte ich jedoch auch in anderer Weise gebundenen 
Stickstoff. 

Ammoniak habe ich dabei nach Longi! durch Destillieren von l00cem 
des Filtrats mit MgO nach der EiweiBfallung bestimmt. 

Amidostickstoff wurde nach Sachses Verfahren? * in etwas modi- 
fizierter Form bestimmt: Der Riickstand nach der N H,- Bestimmung 
wird mit HCl neutralisiert, wonach noch so viel konzentrierte Salz- 
siure zugesetzt wird, daB die Lésung in bezug auf HC! 6° ig ist. 
Danach wird sie 5 Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt und dann 
das durch Hydrolyse des Amidostickstoffs gebildete Ammoniak durch 
Destillation in einem Kjeldahl-Destillationsapparat bestimmt. 

Aminostickstoff bestimme ich nach van Slyke in 5eccem Filtrat. 

Die Gesamtmenge léslichen Stickstoffs wird derart erfaBt, dab 
50cem des Filtrats nach der EiweiBbestimmung in Kjeldahlkolben 
eingemessen, 10 ccm H,S0O, und ein Tropfen Quecksilber hinzugefigt 
werden; das Wasser wird dann durch Erhitzen entfernt und der 
Stickstoff in tiblicher Weise nach Ajeldahi bestimmt. 

Bei einigen Versuchen sind auch Bestimmungen der CQO,-Ent- 
wicklung wahrend der EiweiBsynthese ausgefiihrt worden. Zu diesem 
Zwecke wiege ich auf einer Federwaage sofort nach der Infiltration 
30 bis 100 — |. g Blatter ab und fiihre diese nebst 200 ccm destillierten 
Wassers in 750 cem-Jenaer-Rundkolben ein, die ich mit Pfropfen 
verschlieBe. Nach Ablauf der Versuchszeit wird etwa die Halfte des 
Wassers in mit konzentrierter Ba(OH),-Lésung gefiillte Erlenmeyer- 
kolben iiberdestilliert.. Nach der Destillation werden die BaCQO,- 
Fallungen in Goochtiegeln Nr. 1 filtriert und dreimal mit heiBem 
Wasser gewaschen. Danach werden die Goochtiegel nebst Fallungen 
in 1000 cem- Kolben mit weitem Hals gebracht. Die Fallungen werden 
in 100 — 5cem Wasser + 20 cem n/10 HCl gelést, wonach die iiber- 
schiissige HCl unter vorsichtigem Schiitteln mit NaOH zuriick- 
titriert wird. 


1 BE. Schulze u. E. Winterstein, Abderhaldens Handb. d. biochem. 
Arbeitsmethod. 2, 528, 1909. 

2 Dieselben, ebendaselbst 2, 513, 1909. 

3 Appleman, Loomis, Phillips, Tottingham, Willaman, Plant. Phys. 2, 
205. 1927. 
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Besprechung meiner Methoden. 
Mein Pflanzenmaterial. 


Beim Arbeiten nach meiner Methodik werden grobe Mengen in 
bestimmten Nahrlésungen geziichteter Keimpflanzen verwendet.  Al> 
Versuchsobjekte kommen deshalb nur Pflanzen in Betracht, von denen 
Samen in groBen Mengen leicht zu erhalten sind, die schnell wachsen 
und in Nahrlésungen gut gedeihen. Diese Forderungen werden am 
besten von den Getreidearten erfiillt. 


Der Hafer wachst ziemlich langsam und bietet keine besonderen 
Vorteile. 


Der Roggen zeigt eiae starkere enzymatische Aktivitat in bezug 
auf die EiweiBbildung als andere Getreidearten, aber er ist dafiir 
schwieriger zu kultivieren und ergibt pro Kultur weniger Blatter als 
Gerste oder Weizen. 


Die beiden letzteren sind ungefahr gleichwertig. Nach mehreren 
Versuchen mit verschiedenen Arten fand ich, daB eine Weizenart, 
,,Gammalt lantvete* genannt, aus Esbogard bezogen, fiir meine Arbeiten, 
teils aus praktischen Griinden, der vorteilhafteste war. Der Herr zu 
Esbogard, wirkl. Staatsrat Dr. August Ramsay stellte mir grobe 
Quantitaéten dieser Weizenart zur Verfiigung, wofiir ich ihm hier er- 
gebenst danke. 


Es ware auBerst miihsam, Keimpflanzen nach der Wasserkultur- 
methode in dem MaBstab zu kultivieren, wie es fiir meine Untersuchungen 
erforderlich ist. Die Sandkulturmethode wiirde sich als bequemer 
erweisen, aber bei dieser Methode ware es schwierig, die Kulturen gut 
auszuwaschen, welches die bequemste Art ist, St6rungen der Versuche 
durch Bakterien zu vermeiden. Auch ware das Ausgliihen und Waschen 
der groBen Mengen Quarzsand, welche bei diesem Verfahren nétig 
sind, mithsam. 


Deshalb habe ich die von mir bereits beschriebene! Glaswolle- 
kulturmethode angewandt. Diese erméglicht ein bequemes, wenig 
Raum erforderndes und sauberes Arbeiten mit den groBen Kulturen. 
Fiir Kulturen, die nach dem Sandkulturverfahren wéchentlich etwa 
50 kg Quarzsand erfordern wiirden, geniigen mir 700 g Glaswolle. 


Die von mir angewandte N-freie Nahrlésung wird in den nach- 
stehenden Versuchen mit den von Balicka-Ivanowska sowie Lipman 
utid Taylor? verwendeten N-freien Nahrlésungen verglichen. 


1 Bjérkstén, Soc. Scient. Fennica. Comm. Biol. 3, Nr. 7, 1929. 
2 Journ. Franklin Inst. 198, 475, 1924. 
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Versuch 1. 

Von den neun Kulturen einer Versuchsserie wurden drei in der N-freien 
Nahrlésung von Balicka-lvanowska' (1.6 ¢ K,H PO,,. l2¢KCl, leg MgSO, 
und 1 g CaS O,.H,O pro Liter Nahrlésung), drei in Schives Nahrlésung? 
ohne Nitrat (1,85g KH,PO,, 2,76g MgSO, und 0,6g CaSO, pro Liter) 
drei Kulturen in meiner oben (S. 9) beschriebenen Nahrlésung (0,33 g 
kristallisiertes CaCl,, 0,272 g KH,PO, und 0,395 g MgSO,.H,O pro Liter). 
Nach zehn Tagen wurden 100 Pflanzen aus jeder der neun Kulturen frisch 
und bei 105° getrocknet gewogen. 


Der Befund ergab: 





Frisch gewogen Trocken gewogen 
mg mg 
Balicka-Tvanowskas Lésung 1... . . . 203 16,4 
i i See 209 16,31 
. eter Be Se 206 16,46 
Shives Losung ohne N I ....... 212 16,6 
. ~ ~~ =) Seen ene ew 210 16,4 
” a ae SS nn rier 208 16,36 
6 arrears eee 189 16,00 
SMES ene ee Age Sas eke ae i 197 15,57 
‘i "Ge arpa gh ae teresa 202 16,20 


Es ist ersichtlich, daB der Unterschied zwischen den verschiedenen, 
Lésungen bei so jungen Pflanzen wie die erwahnten unbedeutend sind. 
Meine Lésung ist jedoch die billigste. 

C. B. Lipman und J. K. Taylor® sind nach ausfiihrlichen Unter- 
suchungen zu dem Ergebnis gekommen, daB mehrere héhere Pflanzen 
Luftstickstoff direkt binden kénnten. Lipman und Taylor machten 
insbesondere m:t Weizen viele Versuche, also mit demselben Objekt, 
das ich in der vorliegenden Arbeit verwende. 


Da ihre Arbeit bisher nicht nachgepriift wurde und sogar in der 
Literatur? als unwiderlegt zitiert worden ist, hielt ich es fiir nétig, 
dieselbe nachzupriifen, damit nicht eine eventuelle Assimilation des 
atmospharischen Stickstoffs bei meinen Versuchen Stérungen ver- 
ursachen sollte. Diese Nachpriifung, die ich gemeinsam mit Herrn 


! Bull. Ac. se. Cracovie 1903, 8. 9. 

2 Amer. Journ. Bot. 2, 157, 1915. 

3 Science 56, 605, 1922; Journ. Franklin Inst. 198, 475, 1924. 

4 Henrich, Theorien der organischen Chemie, 8S. 487. Braunschweig 
Vieweg & Sohn, 1924. 
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cand. chem. Jnto Himberg unternahm!', konnte die Ergebnisse C. B. Lip- 
mans und J. K. Taylors nicht bestatigen. 


Die Einwirkung des Evakuierens auf die Versuchspflanzen. 

Fiir die vorliegende Arbeit ist folgende Frage von ganz grund- 
legender Bedeutung: in wie hohem Mae lassen sich Resultate 
verallgemeinern, die bei Untersuchungen von infiltrierten Blattern 
gewonnen sind? Oder mit anderen Worten: in welchem MaBe stort 
die Infiltration den normalen Stoffwechsel der Versuchspflanzen? 

Um untersuchen zu kénnen, ob das Evakuieren. den Pflanzen 
schadet, ziichtete ich Weizen auf Glaswolle in vier Saugflaschen; 
zwei im Dunkeln und zwei bei Licht. Wenn die im Dunkeln geziichteten 
Pflanzen eine Héhe von 20cm, die bei Licht 15¢m erreicht hatten, 
wurden die Flaschen evakuiert und Luft heftig wieder eingelassen. 
Dieses wurde sechsmal wiederholt mit je einer Kultur im Dunkeln und 
einer bei Licht. Ein Unterschied im Wachstum zwischen den evakuierten 
und den nicht evakuierten Kulturen konnte wihrend der folgenden 
6 Tage nicht bemerkt werden. Das Evakuieren in der Weise, wie es 
beim Infiltrieren ausgefiihrt wird, schaidigt also nicht sichtbar die 
Pflanzen. Zum selben Ergebnis kamen auch Senn*, Neger® u.a. 

Webers Zentrifugeninfiltrationsmethode* konnte ich leider nicht 
priifen, weil keine fiir diesen Zweck brauchbare Zentrifuge zu meiner 
Verfiigung steht. Diese Methode wiirde den Vorteil gewaihren, dab die 
Infiltration mit verschiedenen Lésungen absolut gleichzeitig erfolgen 
kénnte. Es ist kaum anzunehmen, dab das Zentrifugieren die Fahigkeit 
des Plasmas, EiweiB zu synthetisieren, stéren wiirde, selbst fiir die zu- 
nichst folgenden Stunden nicht. Heilbrun hat erwiesen®, daB selbst 
die Viskositat des Plasmas beim Zentrifugieren nicht nachweisbar 
verandert wird. 


Die Einwirkung infiltrierter H,O,-Lésungen auf die Oxydationsvorgange in den 
Blattparench ymzellen. 

Sauerstoffmangel ware die wahrscheinlichste Ursache zu anormalem 
Verlauf der Lebensprozesse bei infiltrierten Blattern. Zwecks Bestimmung, 
in welchem MaBe der Mangel an Sauerstoff auf den normalen Stoffwechsel 
stérend wirkt, wurde folgender Versuch ausgefiihrt: 


1 Bjérkstén u. Himberg, Memoranda Soc. pro Fauna et Flora Fennica 6, 
114, 1930. 

* Die Gestalts- und Lageverinderung der Pilanzenchromatophore, 
S. 88. Leipzig 1908. 

3 Ber. Bot. 30, 180, 1912. 

4 Protoplasma 1, 581, 1926. 

5 Journ. of exp. Zool. 48, 313, 1926. 
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Versuch 2. Material: 50g etiolierte Ptlanzen. 





mg CO», nach 


0 Std. 


3 Std. * 6 Std. 

Ptlanzen nicht infiltriert 22,8 49,3 54,2 
* infiltriert mit HzO... ... . 21,6 — 52,4 

* m ee Oe. eS 22.2 54,2 78,8 


Aus dem Versuch geht hervor, daB der Unterschied in C O,- Bildung 
zwischen nicht infiltrierten und mit Wasser infiltrierten Blattern gering 
ist. Dagegen kann die Verbrennung durch H,O, in sehr hohem Mabe 
gesteigert werden. Um ermitteln zu kénnen, ob und in welchem Mabe 
die Verbrennung durch H,O, gesteigert werden kann, wurde folgender 
Versuch ausgefiihrt : 


Versuch 3. Material: 30g etiolierte Pflanzen. 





Infiltriert 
mit 99 H, O02 


C O2-Entwicklung wihrend des Versuchs. 


mg ©O, nach 6 Std. (Im Anfang 12,0 mg CO,.) 


0,0 22.4 10,4 
0,033 26.6 14,6 
0.066 27.8 15,8 
0,1 31,2 19,2 
0,15 33,6 21.6 
0,2 34,8 22.8 


In keinem Falle war eine merkbare Gasentwicklung eingetreten. 
Wahrend der ganzen Versuchszeit behielten saimtliche Blatter das 
fiir infiltrierte Blatter bezeichnende halbdurchsichtige Aussehen. 
DaB H,O, in erheblichen Mengen unzersetzt in die Zellen gelangen 
konnte, ist wegen des hohen Katalasegehaltes der Parenchymzellen 
meiner Ansicht nach unwahrscheinlich. 

Die starke Steigerung der Verbrennung bei dem obigen Versuch 
ist um so mehr bemerkenswert, als die Versuchspflanzen etioliert, also 
arm an Kohlenhydraten waren. 

Um nun untersuchen zu kénnen, ob und in welchem MaBe die Ver- 
brennung unter Einwirkung von H,O, durch Zufuhr von Kohlenhydraten 
noch gesteigert werden kann, fiihrte ich folgenden Versuch aus: 


Versuch 4. Material: 30g etiolierte Keimpflanzen. 








C Og-Entwicklung wihrend 
Infiltriert mit H,O2 + Glucose mg CO, nach 6Std. des Versuchs. (Im Anfang 
11,0 mg COg.) 


Sum ME ct a ee ee 32,6 21.6 
+ 0,05°% Glucose . 38,4 27.4 
+01 %  » 43,6 32.6 
+0,15% , F 43,4 32.4 
+0,22% ~, 43,8 32,8 








bi 
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0, 
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Die verwendete H,O,-Menge wiirde geniigen, um eine 0,19 °,ige 
Glucoselésung vollstandig zu CO, zu oxydieren. Wenn bei den drei 
letzten Lésungen die CO,-Entwicklung praktisch dieselbe war, hangt 
dieses also nicht davon ab, daB das Wasserstoffperoxyd verbraucht 
ware, sondern davon, daB die Pflanzen nicht gréBere Mengen Glucose 
als die in 0,1 °,iger Lésung vorhandene aufnehmen und verbrennen 
kénnen. 

Aus obigen Versuchen geht hervor, dab wir in Wasserstoff- 
peroxyd ein Mittel besitzen, die Intensitaét der Oxydation in den 
Pflanzenzellen weit iiber die normale zu steigern; aus dem Ver- 
such 2 geht hervor, daB auch die durch H,O, gesteigerte Verbrennung 
wahrend der Versuchszeiten einigermaBen gleichmaBbig vor sich geht. 

Vielleicht kénnte uns diese Erscheinung eine sehr bequeme Methode 
in die Hand geben, um die Verwertbarkeit verschiedener C-Quellen 
fiir die Pflanzen zu bestimmen. Zu diesem Zweck brauchte man nur 
zwei Proben von Blattern zu infiltrieren, die eine mit einer etwa 0,3 ° ,igen 
H,O,-Lésung, die andere mit einer Lésung derselben Konzentration 
an H,O, + etwa 0,1°, der zu untersuchenden C- Quelle. Wenn diese 
sich von der Pflanze verwerten laBt, weist die letztere Probe nach einigen 
Stunden eine viel gréBere CO,-Entwicklung als die erste auf. 


Uber den Verlauf der EiweiBsynthese bei durch H,O, gesteigerter Oxydations- 
intensitat. 
Um festzustellen, inwieweit die durch H,O, gesteigerte Ver- 
brennung auf den Verlauf der EiweiBsynthese der Pflanzen einwirkt, 
wurden folgende Versuche gemacht: 


Versuch 5. Material: Griine Ptlanzen, die letzten zwélf Stunden bei Licht. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz 
nach . 
Infiltriert mit nai nepicie ‘ 








8Min. 1Std. 3Std. 4Std. 5Std. pA ag 6 Std 

0,01 mol.CO(NHg)g. . ..... =. 46,8 48,0 482 484 — 482 47,7 

+0,016% H,O,. 47,2 47,7 48,1 48,6 485 47,7 47,7 

Differenz . - ee ew ew ew es 1-04 +03 +01 |-0,2); — | +05 +0,0 
Versuch 6. Material: Etiolierte Weizenkeimptlanzen. 

7 ee " mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz 
nach 

Infiltriert mit -4 seniiaieaiie - 

6Min. 18td. 3std. | ASM. SSt4 6 sta 

0,01 mol.CO(NHe)y py:6,2 ..... . 40,7 406 41,7 41,7 41,8 42,1 

+ 0,082°% H, 0», pu:6,2 40,7 41,4 414 41,9 421 421 

Differenz . zm . rire -0 -08 +03 ,-0,2 -03 +0 
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Versuch 7. 
Material: Etiolierte Keimpflanzen. 
Infiltriert mit I: 0,01 mol. CO(N H,), + 0,007 mol. Glucose. 
IT: 0,01 mol. CO(N H,), + 0,007 mol. Glucose + 0,19 H,O,. 





mg Eiweii-N pro g Trockensubstanz nach 


9Min. | 1S8td. | 3Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 
oh clin pea 38,2 39,2 39,2 40,1 40,1 39,7 
ee 38,8 39.6 39.8 40.5 40.6 40.3 
Differenz. . —0.6 — 0.4 — 0.6 — 0,4 —O05 — 0.6 


Aus diesen Versuchen geht hervor, daB ein H,O,-Gehalt von 
0,016 bzw. 0,032°, die EiweiBsynthese nicht beeinfluBt, obgleich die 
spatere Konzentration des Oxydationsmittels nach Versuch 3 eine Ver- 
mehrung der C O,-Entwicklung verursacht, die doppelt so groB ist wie der 
im Versuch 2 gefundene Unterschied zwischen infiltrierten und nicht 
infiltrierten Blattern. 

Auch beim Verwenden einer H,0,-Menge, die die CO,-Entwicklung 
fast um das Doppelte des Normalen steigert, verlauft die EiweiB- 
synthese innerhalb der Fehler der Bestimmungsmethode mit derselben 
Geschwindigkeit wie ohne H,Q,. 

Diese Versuche zeigen mit aller Wahrscheinlichkeit, daB Mangel 
an Sauerstoff die EiweiBsynthese nicht in nachweisbarer Weise innerhalb 
der in Frage kommenden kurzen Versuchszeiten beeinfluBt. 


Versuche zur Bestimmung der fiir die EiweiBsynthese optimalen Konzentration 
verschiedener N-Quellen. 


Zwecks Ermittlung, welche Konzentration der zu untersuchenden 
Stoffe in den Lésungen am vorteilhaftesten ware, wurden folgende 
Versuche ausgefiihrt : 


Versuch 8. 


Material: Griine Pflanzen, letzte 14 Stunden bei Licht. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz 





Infiltriert mit he nach 
0 Std. 6 Std 
O08 mol. CO(CRMg)s. 2 6 we ss 48,0 49.4 
mere 5 Swine « s+ 630%. 47,7 50,4 
Ge. a SPOOR ss Ow 59,0 
OMe 5: MOT bs Ghee 49,8 
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Versuch 9. 


Material: Griine Weizenkeimpflanzen, letzte 17 Stunden bei Licht. 





mg Eiweii-N pro g Trockensubstanz 


Infiltriert mit nach 


0 Std. 5 Std. 
Be 8 See 43,1 44.4 
eG MM: 50S. ea we 43,5 44,2 
ee 44.9 
0,040 , KNO,. 44,7 
0,060 , KNO,. 44.2 
0,060 , KNO,. 44.5 


Versuch 10. 


Material: Griine Weizenkeimptlanzen, letzte 15 Stunden bei Licht. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz 


Infiltriert mit nach 
0 Std. 5 Std. 
O6e mol. CH,.NH, ....... 43,2 45,1 
OS OD > 43,0 45,9 
se . &) 45,6 
a IES eS oe aes 45,7 


Versuch 11. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz 


Infiltriert mit " aath ae 
0 Std 5 Std 
9,006 mol. Glucose + 0,01 mol. CO(N Hy)o 34.4 36.3 
+ 0,015 , CO(NHg)s 34,0 37,0 
+ 0,020 , CO(NH,)s 36.6 
+ 0,007 ,. CO (NHg)g 36,0 


Versuch 12. 


Material: Etiolierte Weizenkeimptlanzen. 





' mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz 
Infiltriert mit ee ars nach ; 
0 Std. 5 Std. 
0,006 mol. Glucose + 0,01 mol. K NO, 34,6 
+0,02 , KNO, 33.7 35,4 
+0,03 , KNO, 33.0 35,8 
+004 , KNO, 35,3 


Auf Grund der obigen Versuche entschied ich mich fiir die oben er- 
wahnten Konzentrationen von 0,01 mol. Lésungen von Stoffen, die pro 
Mol ein Atom N enthalten, und damit N-aquivalente Mengen anderer 
Stoffe. Diese Konzentrationen sind so klein, daB Vergiftungs- 
erscheinungen bei den untersuchten Verbindungen im allgemeinen 


Q* 
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nicht zu befirchten sind. Zwar kénnte man noch gréBere Konzen- 
trationen verwenden, um gréBere Unterschiede an Eiweibgehalt nach 
verschiedenen Versuchszeiten zu erzielen, aber dann waren die Versuchs- 
pflanzen am Ende des Versuchs nicht mehr besonders N-hungrig, der 
Unterschied im physiologischen Zustand der Zellen zu Beginn und am 
Ende des Versuchs bedeutend, was auf die Vergleichbarkeit der ver- 
schiedenen Versuchsserien in unvorteilhaftem Sinne einwirken wiirde. 


Uber die Einwirkung von Ionen der Alkalimetalle, sowie Lésungen von ver- 
schiedenem osmotischem Druck auf den Verlauf der EiweiBsynthese. 
DaB weder die Anwesenheit von lonen der Alkalimetalle, noch der 
Unterschied im osmotischen Druck auf die EiweiSsynthese in héherem 
Mage einwirkt, geht aus folgenden Versuchen hervor: 


Versuch 13. 
Material: Griine Pilanzen, letzte 15 Stunden bei Licht. 


Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,).; pu: 6,2. 
II. 0,01 mol. CO(N H,), + 0,01 mol. KCl; px: 6,3. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


9 Min. 1Std. 3Std. 4 Std. 








5 Std. 














6 Std. 
ae ere 41,6 41.5 43,7 43,9 45,0 45,0 
a. 41.5 41,5 43.6 44.4 45.4 44.3; 44.7 
Differenz. . +01 + 0,0 - 01 — 0,5 — 04 + 0,5 
Versuch 14. 
Material: Griine Ptlanzen, letzte 15 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,),; pu: 6,1. 
II. 0,01 mol. CO(N H,), 0,01 mol. NaCl; py: 6,1. 
mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 
9Min. 1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 
eas 423 42.0 42.0 42.9 43,7 44.0 43.6 
re ea 42.8 42.0 42.3 43,0 43.8 43.8 43.6 
Differenz. . —O5 +00 —03 — 0,1 — 0,1 + 0,2 + 0,0 
Versuch 15. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,),; pu: 6,4. 
II. 0,01 mol. CO(NH,),. 0,01 mol. KCl; pa: 6,6. 
mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 
8 Min. 1 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 
PCP 35,5 35,0 35,6 37,1 37,5 37,1 
ae 35,4 35,1 35,3 36.9 37,5 36,8 
Differenz. . +01 — 0,1 + 0,3 + 0,2 + 0.0 + 0,3 











Synthese von EiweiBstoffen bei héheren Pflanzen. 21 


Versuch 16. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(N H,)s, 0,006 mol. Glucose; py: 6,0. 
II. 0,01 mol. CO(N H,),, 0,006 mol. Glucose, 0,02 mol. 
Arabinose; px: 6,1. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


” OMin. | 1 Std 7 3 St “a “4 Std ; 5 Ste td. i 6 Std 
Be a suk ke 42.5 42.2 42.3 44.4 44.3 44,0 
|e 42.0 42.5 42.2 44,2 44.5 44,1 
Differenz . . + 0,5 — 03 ),1 + 0,2 — 0,2 0,1 


Uber die Einwirkung der Aziditdt infiltrierter Lésungen auf den Verlauf 
der EiweiBsynthese. 

Die Einwirkung der Wasserstotfionenkonzentration der infiltrierten 
Lésungen auf den Verlauf der EiweiBsynthese geht aus nachstehenden 
Versuchen hervor. 

Versuch 17. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, letzte 15 Stunden bei Licht. 


Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,).; pu: 6,0. 
II. 0,01 mol. CO(NH,),, HCl; pu: 4,0. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


5 9Min. | 1 ‘Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. : 5 Std. 6 Std 

ike beat eae 43,8 43.5 43.4 43,9 44.5 45,2 44.8 

hie : 43.5 _& 2 43,7 43.8 44,2 44.7 44.4 
Differenz. . | + 0,3 +02 —03 + 0,1 + 0,3 + 0.5 + 04 


Das py des PreBsaftes aus den infiltrierten Blattern betrug nach 0 Stunden 
6,0 bzw. 5,7 und nach 5 Stunden 6,1 bzw. 5,9. 


Versuch 18. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, letzte 15 Stunden bei Licht. 


Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,),; pu : 6,0. 
II. 0,01 mol. CO(NH,),, NaOH; px: 8,0. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 


8Min. | 1Std. | 3Std  48td. | 5Std. 6 Std 
ee eee 42.7 42.7 43,0 44.4 44,6 43.9 
Re de ead 43,0 42.4 42.6 44.5 443 44.1 
Differenz . . — 0,3 + 0,3 +04 — 01 +03 0.2 


Das pu des PreBsaftes aus den infiltrierten Blattern betrug nach @ Stunden 
6,0 bzw. 6,2 und nach 6 Stunden 6,0 bzw. 6,1. 
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Versuch 19. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 


Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(N H,), + 0,006 mol. Glucose; pu: 6,0. 
Il. 0,01 mol. CO(N H,), + 0,006 mol. Glucose; py: 5,0. 





mg Eiweii-N pro g Trockensubstanz nach 


9 Min. 1 Std. 8Std. | 4Std. | 5S8td. “6 Std. 
Rite deh ad ha 41,1 41,0 41,6 42.8 43,0 42,1 
ere 41.6 41,0 41,2 42.9 43.2 42.6 
Differenz . . — 0,5 + 0 + 04 — 0,1 — 0,2 — 0,5 


Aus diesen Versuchen wie auch aus den Versuchen 97 und 98 (S. 54), 
in denen mittels infiltrierter Lésungen sehr verschiedener Aziditat (pg) 
starke und zwar fast maximale Synthesen erzielt wurden, geht hervor, 
daB Unterschiede in der Wasserstoffionenkonzentration von einigen 
Zehnteln py auf die Versuchsergebnisse nicht nachweisbar einwirken. 
Deshalb wurde die Einstellung auf gleiches py nicht genauer als + 0,3 
ausgefiihrt. 

Bei der Beurteilung der Frage, auf welches py die Lésungen ein- 
gestellt werden sollen, kann man von zwei verschiedenen Gesichts- 
punkten ausgehen. Einerseits ist es zu wiinschen, daB méglichst wenig 
fremde Stoffe hinzugefiigt werden sollen, andererseits wiederum, dab 
das py der Lésungen demjenigen der Pflanzenzellen méglichst nahe 
kommt. Bei den Versuchen, die ich in diesem Winter ausfiihrte, lieB 
ich den zweiten Gesichtspunkt ausschlaggebend sein und arbeitete 
bei pu = 6, was das py des Prebsaftes aus den Blattern ist. Bei friiheren 
Versuchen habe ich aber bei pg 6,5 und sogar 7 gearbeitet. Aus 
obigen Versuchen iiber den EinfluB der Aziditaét der Lésungen auf 
den Verlauf der EiweiBsynthese geht hervor, dab die Versuche 
bei verschiedenen py sich in sehr hohem Grade miteinander vergleichen 
lassen. Dieses haingt natiirlich damit zusammen, daB jene sehr ver- 
diinnten Lésungen ein géringes Pufferungsvermégen besitzen, und nicht 
damit, daB das wirkliche py der Reaktion auf die Synthese nicht ein- 
wirken sollte; das Gegenteil ist ja von Prianischnikow! und Pirschle* 
in interessanten Arbeiten nachgewiesen worden. 


Uber den EinfluB der Permeahilitdtsverhdltnisse in den Blattparench ymzellen 
auf meine Ergebnisse. 

Die Infiltrationsmethode erméglicht unzweifelhaft eine Unter- 

suchung der EiweiBsynthese in den Pflanzenorganismen in einer Weise, 

wie es zuvor nicht méglich war. Die Synthese setzt gleichzeitig in 


! Diese Zeitschr 207, 341, 1929. 
2 Ber. Bot. 47, 86, 1929. 
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simtlichen chemisch wirksamen Zellen der Pflanzen ein. Es ist auch 
méglich, in dieser Weise Blattern Stoffe zuzufiihren, die unmédglich 
unzersetzt durch die Wurzeln aufgenommen werden kénnten, die 
wahrend des Transportes zu den Blattern zersetzt wiirden, oder die bei 
langerer Einwirkung auf die Pflanzen giftig wirkten. Dazu ist es noch 
moéglich, die Versuche in einer Zeit auszufiihren, die St6érungen durch 
Mikroorganismen vollig ausschlieBt und in hohem Mabe die Bedeutung 
stérender Nebenreaktionen herabsetzt. 


Doch ist auch diese Arbeitsmethode nicht absolut ideal zu nennen. 
In den infiltrierten Fliissigkeiten geléste Stoffe werden den chemischen 
Einwirkungen der Zellen nicht im selben Augenblick zugianglich, in dem 
sie in die Interzellularen gelangen: es verliuft eine gewisse Zeit, bis die 
Zellen die betreffenden Stoffe aus der Lésung aufgenommen haben. 
DaB dieses aber recht schnell erfolgt, scheint mir offensichtlich. Die 
Eiweibsynthese verliuft nimlich in sehr ahnlicher Weise bei der Ver- 
wendung verschiedener N-Quellen, die chemisch gleichwertig sein 
diirften, deren Permeationsgeschwindigkeiten aber sehr verschieden 
sind; eine Erfahrung, die ich bereits in einer friiheren Publikation? 
mitgeteilt habe. 

Wahrscheinlich wiirde eine Bestimmung der Permeabilitat der 
Blattparenchymzellen fiir verschiedene Stoffe nicht auf gréBere experi- 
mentelle Schwierigkeiten stoBen; nach Verlauf verschiedener Zeiten 
nach der Infiltration kénnte man die Lésungen aus den Blittern durch 
Zentrifugieren austreiben: durch Analyse kénnte dann festgestellt 
werden, wie groB der Teil des untersuchten Stoffes sei, der in den 
Lésungen noch vorhanden ist. 

Eine Untersuchung dieser pflanzenphysiologisch tiberaus inter- 
essanten und fiir die vorliegende Arbeit wichtigen Umstande habe ich 
aus praktischen Griinden nicht ausfiihren kénnen; das hiesige chemische 
Laboratorium verfiigt niamlich iiber keine fiir derartige Untersuchungen 
brauchbare Zentrifuge. 


Bemerkungen iiber das Unterbrechen enzymatischer Reaktionen in Bladttern. 

Beziiglich des Unterbrechens der EiweiBsynthese sei erwahnt, 
daB schon Erhitzen bei 130° wahrend 15 Minuten ein verwendbares 
Resultat ergab. Das Arbeiten bei héheren Temperaturen und kiirzerer 
Zeit ergab aber sicherere Ergebnisse. 

Beim Erhitzen sterben namlich die Zellen; die infiltrierten Fliissig- 
keiten erweitern sich, ein kleiner Teil derselben tropft mit aus den Zellen 
gelésten Stoffen ab. Da die EiweiBstoffe bei der in Frage kommenden 


| Bjorkstén, Mem. Soc. pro Fauna et Flora Fennica 6, 5, 1929. 
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Temperatur koagulieren und deshalb auf diese Weise nicht in betracht- 
licher Menge verlorengehen, die Gesamtquantitat der Trockensubstanz 
aber sinkt, so werden hierdurch zu hohe prozentuale EiweiBwerte 
erhalten. Je héher die Temperatur des Trockenschrankes ist, um so 
schneller verdampft das Wasser und um so weniger Substanz geht 
in oben erwahnter Weise verloren. 

Die ersten Proben jeder Versuchsserie enthalten immer am meisten 
unverdampfte Fliissigkeit in den Interzellularriumen; deshalb sind 
die Versuchsfehler bei den beiden ersten Probepaaren jeder Versuchs- 
serie oft bedeutend gréBer als bei den spateren. 

Beim Erhitzen im Trockenschrank werden immer zwei Proben 
gleichzeitig in den Schrank gebracht, sonst ist es namlich schwierig, 
simtliche Proben in genau derselben Weise zu erhitzen, was fiir die 
Vergleichbarkeit der Analysenwerte notwendig ist, wie auch aus nach- 
stehendem Versuch hervorgeht. 


Versuch 20. 


Acht Proben von je 30 + 1g mit H,O infiltrierten Blattern von griinen 
Weizenkeimpflanzen wurden in einen Trockenschrank von 210° gebracht 
und 12 Minuten erhitzt. Wahrend dieser Zeit ging die Temperatur im 
Schrank auf 156° zuriick. Der EiweiB-N der Proben wurde in iiblicher 
Weise bestimmt. Die Proben | und 8 waren an den Enden, die Proben 
4 und 5 in der Mitte des Schrankes. Der Befund ergab: 











Probe mg Eiweifi-N pro g Probe mg Eiweif-N pro g 
Nr. Trockensubstanz Nr. Trockensubstanz 
1 53,2 5 48,9 
2 54,6 6 53,3 
3 53,1 7 53,0 
4 52,4 8 53,2 


Die EiweiSbildung darf nicht durch Eintauchen der Proben in 
siedendes Wasser oder in Salzlésungen abgebrochen werden: hierbei 
lést sich namlich so viel Substanz aus den Blattern, daB die EiweiB- 
werte viel zu hoch werden. 

Dasselbe ist der Fall beim Abbrechen der fraglichen Reaktion 
durch schnelles Erhitzen im Autoklaven. 


Bemerkungen iiber die Methoden zur Eiweifbestimmung. 


Die Zeit des Lufttrocknens sowie die hierbei verwendete Temperatur 
wirken auf die Ergebnisse nicht ein. Die bei dieser Operation ent- 
standenen UngleichmaBigkeiten werden beim Trocknen im Vakuum- 
exsikkator ausgeglichen. 

Es ist nicht médglich, die Praparate mit gréBerer Genauigkeit 
als + 1 mg zu wagen, weil dieselben hygroskopisch sind, und wahrend 
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des Wagens an Gewicht zunehmen. Der beim Wagen entstandene 
Fehler von + 0,11°, des Gesamtgewichts ist jedoch unbedeutend 
im Vergleich zum Fehler bei der EiweiBbestimmung. 

Die Zeit des Digerierens im Wasserbad kénnte in hohem Mabe 
durch Schiitteln abgekiirzt werden. Ich hatte aber keinen Grund, 
die Digerierungszeit abzukiirzen; ich wage nimlich die Substanzen 
am Morgen, und die gewaschenen Eiweibfillungen trocknen tiber Nacht. 
Deshalb verwende ich fiir das Digerieren eine Zeitspanne, die meiner 
Erfahrung gemaB Fehler durch unvollstandige Extraktion vdéllig aus- 
schlieBt. 

Fiir das Ausfallen der Eiweibstoffe wurden mehrere Methoden 
gepriift. Die Tanninausfaillung, mit der Mothes', der mit annaihernd 
gleichen Material arbeitete, befriedigende Ergebnisse erzielte, ergab 
bei Parallelbestimmungen mit meinem Material Werte, die mit 2‘ 
variierten. Auch Gouwentaks Versuche? weisen gréBere Variationen 
der Werte beim Ausfillen mit Tannin als mit Kupferhydroxyd auf. 
Die Ausfallung nach Stutzer*, auch mittels Fassbenders Reagens‘, 
sowie die mit Uranylacetat nach Sjerning® ergeben etwa_ gleiche 
Resultate. Beim Arbeiten nach Barnstein® stellte ich fest, daB bei 
denjenigen Versuchen, in denen weniger Pflanzensubstanz als | g 
verwendet wurde, allzu grobe EiweiBwerte gefunden wurden, und 
umgekehrt. Der nachstehende Versuch zeigt, dab, je mehr Cu(OH), 
verwendet wird, desto héhere EiweiBwerte erhalten werden. 


Versuch 2]. 


Drei Portionen von je 1g im Vakuumexsikkator aufbewahrten Pflanzen- 
pulvers wurden im kochenden Wasserbad mit je 100 ccm Wasser digeriert. 
Nach fiinf Stunden setzte ich je 10 ccm gesittigte CuSO,-Lésung hinzu. 
Nach einer halben Stunde wurden die unten angegebenen NaOH-Mengen 
hinzugefiigt, die Fallungen wurden abfiltriert und der in diesen befindliche 
Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 

Der Befund ergab: 

1000 mg Pflanzenpulver + 100ccem H,O + 10ccm gesittigte Cu SO,-Lésung 
I 10cem 0,34 norm. NaOH 33.4 N in mg pro Gramm Trocken- 
2: San wae o 33,83 substanz 

+ TIT 15,, O34 » - 34.02 


Wenn man aber einen groBen Uberschu8 an CuSO, und den 
Pflanzensubstanzmengen proportionale Mengen NaOH-Lésung ge- 
ringer Konzentration verwendet, erzielt man nach dieser Methode, 


Planta 1, 482, 1926. 

Dissertation Amsterdam 1929, S. 28. 

Journ. f. Landw. 28, 103; 29, 473, 1881; Ber. Chem. 19, 185, 1886. 
Ber. Chem. 18, 1821, 1880. 

Zeitschr. f. analyt. Chem. 39, 633, 1900. 

Landw. Versuchsst. 54, 327, 1900. 


w 


nr 


| 
| 
| 
| 
| 
| 
y 


26 J. Bjorkstén: 


deren sich tibrigens auch Bach und Mitarbeiter! bei ihren Arbeiten mit 
ahnlichen Substanzen bedienen, sehr befriedigende Resultate. Diese 
Methode hat vor Stutzers Methode den Vorzug, daB man mit haltbaren 
Lésungen arbeitet. Die mit Cu(QH), in der einen oder anderen Weise 
erhaltenen Fallungen entfernt man leichter aus den GefaiBen, in denen 
sie erzeugt wurden, als die nach Sjernings Methode erhaltenen Fallungen. 
Sjernings Methode wird auBerdem bedeutend teurer im Gebrauch. 

Das Digerieren im Wasserbad wurde in denselben K jeldahl-Kolben 
wie das Ausfallen ausgefiihrt, weil es bei dieser Arbeitsmethode nicht 
nétig ist, jede Spur der Fallungen aus den Kolben auf die Filter iiber- 
zufitihren. 

Ich habe keine Versuche gemacht, um die méglichen Fehler bei den 
Bestimmungen des EiweiBgehaltes der infiltrierten Blatter zu ermitteln ; 
die bei meinen Versuchen ausgefiihrten Parallelbestimmungen liefern 
geniigend Material zur Beurteilung dieser Frage. Aus jenen Ver- 
suchen geht hervor, daB die Unterschiede zwischen Parallelbestimmungen 
bei dem ersten Versuchspaar (O-Bestimmung) nicht 0,8 mg, bei den 
iibrigen nicht 0,6 mg iibersteigen. 


Bemerkungen iiber die Methoden zur Bestimmung von N H,, —ONH,, —NH, 
und CO,. 
Wie aus nachstehendem Versuch hervorgeht, muB bei den N H,- 
Bestimmungen unbedingt mildes Alkali verwendet werden. 


Versuch 22. 

100 cem Filtrat nach der Ausfallung der Eiwei®Sstoffe wurden mit 
untenstehenden Alkalien versetzt, wonach das Ammoniak nach Longi 
bei 30° im Vakuum abdestilliert und bestimmt wurde. Bei simtlichen 
Versuchen wurde dasselhbe Filtrat, verwendet. Der Befund ergab: 

100 cem Filtrat + 30cem Mg(OH), gesattigte Lésung 0,0 mg NH, 


100 ,, ie + 30 ,, a pe 3 0.0 

100 ,, o +20 ,, Ba(OH), ‘is ‘io < ee 
100 ,, Re + 20 ,, is “ Re id 00 
100 ,, - +25 ,, Ca(OH), ” rs 2,05 ., 
100, os + 25 ,, és 7 - ao 
100, es + 3, NaOH a i 2.24 ;, 
100, de + 3 y, be re pe 2,31 


Amido-N-Bestimmungen aus dem Riickstand nach den N H,-Be- 
stimmungen zeigten, daB das durch Ca(OH), oder NaOH bei 30° ab- 
gespaltene NH, aus dem Amido-N stammte. Asparagin und Carbamid 
werden unter jenen Bedingungen nicht gespalten, wohl aber Arginin?. 


1 Bach u. Oparin, diese Zeitschr. 184, 183, 190, 1922; 148, 476, 
1924. Bach, Oparin u. Wahner, ebendaselbst 180, 363, 1927. 
2 Plimmer, Bioch. Journ. 10, 115, 1926. 
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Es ist denkbar, da diejenige Amidoverbindung, die mit Ca(OH), 
bei 30° NH, abspaltet, und die ja in betrachtlichen Quantitaten vor- 
kommt, als Zwischenstufe bei der EiweiBsynthese eine Rolle spielt. 

Folgender Versuch beweist, daB es bei den Amido-N-Bestimmungen 
nach Sachse gleichgiltig ist, ob die Hydrolyse der Amidogruppen mit 
HCl bei 5-stiindigem Erwairmen im kochenden Wasserbad oder bei 
21/,-stiindigem Kochen am RiickfluBkiihler erfolgt. 


Versuch 23. 

In vier Stiick 750 cem Jenaer Rundkolben wurden je 100 ccm Filtrat 
nach der Eiwei®ausfallung eingefiihrt und mit 15ccm 38°, iger HCl versetzt. 
Danach wurden zwei der vier Kolben am RiickfluBkiihler 24, Stunden 
gekocht, die iibrigen zwei, wie oben (S. 12) beschrieben, fiinf Stunden in 
siedendem Wasserbad erwirmt. Das durch Hydrolyse der Amidogruppen 
entstandene NH, wurde durch Destillation wie bei den Ajeldahl-Bestim- 
mungen ermittelt. Der Befund ergab: 


Unter RiickfluB 21, Stunden gekocht I. 3,27 mg Amido-N 
II. 3,23 ,, 

Im Wasserbad 5 Stunden erwarmt i 223:., 
Il. 3,26 

Bei den Amido-N-Bestimmungen ist die erste Dezimale vollkommen 
zuverlassig. 

Der moégliche Fehler bei den Amino-N-Bestimmungen ist etwa 0,01 cem 
N,. Da ich jedoch mit kleinen Quantititen stark verdiinnter Losungen 
arbeite, betragt dieser Fehler etwa 5°, des Aminostickstoffs. 

In der Literatur warnt man! vor dem Verwenden von K,SO,, 
um die Verbrennung der organischen Stoffe bei N-Bestimmung nach 
Kjeldahl zu beschleunigen. Nach meiner Erfehrung stért ein solcher 
Zusatz nicht die Genauigkeit der Analysen. 

Bei den CO,-Bestimmungen verwende ich ziemlich grobe Substanz- 
mengen, um die Fehler zu vermeiden, die durch die individuellen 
physiologischen Verschiedenheiten der einzelnen Blatter bedingt sind. 

Die angegebene Wassermenge von 200 ccm geniigt zum vollstandigen 
Austreiben der CO, aus den Blattern; sie ist jedoch gering genug, um 
ein so schnelles Erhitzen zu gestatten, daB die wahrend der Er- 
wairmungszeit gesteigerte CO,-Bildung nicht beachtet werden braucht. 

Der mégliche Versuchsfehler, der sich hauptsachlich auf das Wagen 
der Blatter bezieht, betragt bei 30 g Blattern etwa 1,7°.,, kann aber 
durch Verwenden gréBerer Quantitaéten erniedrigt werden. Es wird 
empfohlen, die Blatter vor dem Infiltrieren zu wagen. 

Die meisten der oben angefiihrten CO,-Bestimmungen fiihrte 
Herr cand. chem. Yrjé Ingman fiir mich aus. 


1 Gouwentak, Dissertation Amsterdam 1929, 8S. 27. 
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Versuche zur Bestimmung der Verwertbarkeit verschiedener C-Quellen fiir die 
EiweiBsynthese. 


Nach allen oben erwahnten Theorien iiber den Verlauf der EiweiB- 
synthese in Pflanzenorganismen sind dafiir auBer N-Quellen auch 
N-freie Stoffe als C-Quellen erforderlich. 

Nach Loew, Baudisch, Baly, Treub und Trier sollten sich Form- 
aldehyd oder daraus derivierende Verbindungen, nach Léb und Huppert 
CO,, mit N-haltigen Stoffen zu Eiweibbausteinen kondensieren. Nach 
Abderhalden und Schwab kénnten zyklische Verbindungen der Kohlen- 
hydratserie die einfachsten bei der Bildung von N-haltigen EiweiBbau- 
steinen teilnehmenden C-Quellen sein, nach Erlenmeyer und Kunlin 
wiederum Ketosauren. 


Frithere experimentelle Arbeiten. 


Da8 Zufuhr von Kohlenhydraten fiir die EiweiBsynthese unerlaBlich 
ist, geht schon aus den Arbeiten von Pfeffer!, Borodin®, Hansteen® u. a. 
hervor. Aus den Arbeiten der erwahnten Forscher ist ersichtlich, daB 
Glucose und in mehreren Fallen auch Saccharose als C-Quelle bei der 
EiweiBsynthese dienen kann. Mehrere experimentelle Ergebnisse deuten 
darauf hin, daB Ketosauren bei dem natiirlichen EiweiBumsatz eine nicht zu 
unterschatzende Rolle spielen. Neubauer und Frommherz (1. ¢.) haben 
Ketosauren als Zwischenprodukte bei der alkoholischen Garung von Amino- 
sauren gefunden. Anoop (1. c.) hat bewiesen, daB Aminosduren bei Zufuhr 
von Ketoséuren und Oxysiuren in Tierorganismen gebildet werden; ein 
Befund, der von Embden und seinen Mitarbeitern (1. ¢.) bestatigt und er- 
weitert wurde. Smirnow* hat bewiesen, daB analoge Synthesen auch bei 
héheren Pilanzen méglich sind. Er fand, daB Ay telsiure, die ja den von ihm 
nicht untersuchten Ketosaéuren nahe steht, in den Pflanzenorganismen zu 
einer Bildung von Aminoséuren und Amiden AnlaB geben konnten. Das- 
selbe war auch der Fall mit Bernsteinsaure, doch verlief die Synthese aus 
diesem Stoffe bedeutend langsamer. 

Bei den oben erwaihnten Versuchen mit Pflanzen wurden die betreffen- 
den Stoffe durch die Wurzeln zugefiihrt. Eine Ausnahme macht nur eine 
Arbeit von Hansteen (1. c.), in der die Lésungen der zu untersuchenden Stoffe 
in die Stengel der Versuchspflanzen mittels eines Apparates unter Druck 
injiziert wurden. Bei allen diesen Versuchen haben aber die betreffenden 
Stoffe tagelang auf die Pilanzen eingewirkt; demgemaéB weiB man nicht 
immer mit Sicherheit, ob sie die Blatter, in denen die Synthese sich haupt- 
sichlich abspielt, unzersetzt erreichten und in welchem MaBe sie durch 
andere Reaktionen als die EiweiSsynthese verbraucht wurden. 


Orientierende Versuche. 


Bei den Versuchen, die ich gemacht habe, um unsere Kenntnisse 
iiber die diesbeziiglichen Verhaltnisse zu erweitern, bediente ich mich 


' Jahrb. wiss. Bot. 8, 557, 1872. 
* Bot. Ztg. 36, 829, 1878. 
3 Jahrb. wiss. Bot. 33, 417, 1899. 
# Diese Zeitschr. 137, 1, 1 
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der Vakuuminfiltrationsmethode. Die Versuche dauerten héchstens 
6 Stunden. Als Versuchspaar wurden immer zwei Lésungen: 1. N-haltiger 
Stoff, 2. derselbe + C- Quelle, miteinander beziiglich der Eiwei8bildung 
verglichen. 

Als N-Quelle wurde meistens Carbamid verwendet, das N in fiir 
die Pflanzen leicht zuganglicher Form enthalt. Da®B der Unterschied 
im osmotischen Druck zwischen den beiden Lésungen keine Rolle spielt, 


‘ geht aus den Versuchen 13 bis 16, S. 20 hervor. 


Um festzustellen, ob es durch die beschriebene Methodik méglich 
sei, Unterschiede zwischen der Verwertbarkeit verschiedener C- Quellen 
zu finden, wurden folgende orientierende Versuche gemacht. 


Versuch 24. 


Material: Etiolierte Keimpflanzen. 





mg Eiweib-N pro g Trockensubstanz 
Infiltriert mit = 


0 Std. 6 Std 


og rk 8 a a 44,8 45,2 
+ 0,0033 mol. Glucose. . 45,1 47,2 


Versuch 25. 


Material: Etiolierte Keimpflanzen. 





mg Eiweib-N pro g Trocken- 
Infiltriert mit substanz nach 


0 Std. 


6 Std 


Cee ae, aan = Sate bee ee Se es 45; 45,4 46; 45,5 
+ 0,0033 mol. Glucose... . 50,2; 50,4 
+ 0,0049 , . ee 48,9 
40,0066 | ge Se 48.5 
+0007 , CHs.CO.COONa 50,3; 49.8 
+0,098 .,C;H,(OH)s.. . 45,6; 45,8 


Versuch 26. 


Material: Etiolierte Keimpflanzen. 





mg Eiweif-N pro g Trocken 
Infiltriert mit substanz nach 


0 Std. 6 Std 

eh 44.0 472 
+ 0,0049 mol. Glucose . . . . 52.1 

+0,007 ., Lavulinsiiure. . 45.6 

+0,005 . Laktose.... 47.3 


Diese Versuche geben bereits eine recht deutliche Klarung der 
Verhaltnisse. Bei der Zufuhr geeigneter C-Quellen geht die Eiweil- 











| 
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synthese glatt von statten. Von den in diesen Versuchen als C- Quelle 
verwendeten Stoffen scheinen nur Glucose und Brenztraubensaure ver- 
wertbar zu sein. Um die optimale Konzentration dieser C-Quellen 
zu ermitteln, wurden folgende Versuche ausgefiihrt : 


Versuch 27. 


Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 





mg EiweiB-N pro g Trocken- 


Infiltriert mit substanz nach 





0 Std. - 5 Std 

0,015 mol. CO (N Hy) + 0,003 mol. Glucose . . . 35,6 36,4 
+ 0,0045 , = | 35,3 37,5 

+ 0,006 . ‘s - 37,4 

+ 0,01 " i b? sad 37,1 


Versuch 28. 


Material: Etiolierte Weizenkeimptlanzen. 





mg EiweiB-N pro g Trocken- 


Infiltriert mit substanz nach 


re Std. ty 5 Std. 

0,015 mol. CO (N Hy)g +0,006 mol. CH3.CO.COONa 36,3 37,4 
+0,0072 , CHs.CO.COONa 35,7 38,0 

+0,0105 , CHg.CO.COONa 37,8 

+0012 ., CH,s.CO.COONa 37,9 


Versuch 29. 


Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 





mg EiweiB-N pro g Trocken- 
Infiltriert mit substanz nach 


0 Std 5 Std 

0,015 mol. (NHy)g CO, + 0,002 mol. Glucose . . . 33.3 35,2 
+0,005 , - ge 33,9 35,7 

+0005 , 1 35,4 

33,2 


Da der Versuchsfehler bei Eiweibbestimmungen ziemlich gro 
ist und es nicht méglich ist, aus einer einzigen Bestimmung sichere 
Schliisse zu ziehen, wurden bei den weiteren Untersuchungen Ketten- 
bestimmungen derart ausgefiihrt, wie ich es oben (S. 10) beschrieben 
habe. 


Versuche mit einfachen aliphatischen Carbonsduren. 


Keine der untersuchten einfachen aliphatischen Carbonsduren: 
Propionsdure, Ovxal-, @hitar-, Bernstein, Adipin- und Fumarsdure 
wurde von meinen Versuchspflanzen als C-Quelle fiir die EiweiBsynthese 
verwertet. 





In 


Il. 
Di 


Il. 
Di 


Il. 
Dil 


I. 
Dit 
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Versuch 30. 
Material: Etiolierte Keimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,)o; pu: 6.2. 
Il. 0,01 mol. CO(N H,), 
pu: 6,0. 


0,0067 mol. CH; .CH,. COOK; 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 


9Min. | ‘1 Std. 3 Std. 4Std. | 5Std. 
Re carey ngs ae 44.9 45,1 45,4 45,1 
ee oe 452 | 45,1 45,2 45.3 44.8 
Differenz ..., +0,1 | —02 | —O,1 +01 | +03 


Versuch $1. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Intiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,)s; px: 6,0 
II. 0,01 mol. CO(N H,), 


6 Std 


44.9 
| 45,1 
| — 0,2 


- 0,015 mol. (COOK),; pu: 6,2. 





mg Eiweili-N pro g Trockensubstanz nach 





9 Min. 1 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 
Bia ere sah 44,0 43,2 43.9 44,2 44.0 
ee ae 43,7 43,5 44,0 44,2 43,7 
Differenz . . . + 0,3 — 0,3 — 01 + 0,0 + 0,3 


Versuch 32. 
Material: Etiolierte Weizenkeimptlanzen. 


Infiltriert mit I. 0,01 mel. CO(N H.)o; pu: 6,0. 


COOK 
II. 0,01 mol. CO(N Hg), 0,0061 mol. CH, 


\ ~ 
COOK 


6 Std 


44,1 
44,0 
+ 0,1 


; Pu 4 6,1. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


8 Min. 1 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 
OE ED 45,1 45,0 45,3 44,7 45,0 
Sees 44.8 44.6 45.3 45,1 45,2 
Differenz . . . + 0,3 + 0,4 + 0,0 — 04 — 0,2 


Versuch 33. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,)s; pu: 5.8. 
Il. 6,01 mol. CO(N Hg), 
pu: 6,0. 


0,005 mol. (CH, . 


6 Std 
44.6 


44.5 
— 0,2 


COOK), 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 


9 Min. 1 Std. 3 Std 4 Std. 5 Std. 
cae clas So 44,7 44.4 45,2 45,3 45.0 
Th na i Meak ta 44.3 44,3 44.8 44.6 45.0 


Differenz .. . +04 + 0.1 + 0,4 + 0,7 + 0,0 


6 Std 


44.6 
44.9 
0.3 
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Versuch 34. 


Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 


Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,).; pu: 5,9. 
CH,.COOK 


II. 0,01 mol. CO(NH,), + 0,004 mol. CH, pu: 6,0. 
CH,.COOK 





mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 


8 Min. 1 Std. 4 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 
Ai anes Sree 38,1 38,0 38,5 38,3 38,3 37,9 
ee ary. Bae 37,8 38,1 38,6 38,5 38,2 37,6 
Differenz . . . +03 — 0,1 — 0,1 — 0,2 + 0,1 + 0,3 


Das negative Ergebnis der Versuche mit einfachen aliphatischen 
Carbonsiuren war durchaus nicht unerwartet. Bei Smirnows Ver- 
suchen mit tagelanger Versuchsdauer wurde ja die Bernsteinsiure 
bedeutend langsamer als Apfelsiure verwertet. Ich untersuchte 
Fumarsaure, weil es mir méglich schien, dab Doppelbindungen ver- 
schiedene Kondensationsvorginge erleichtern kénnten. Als Vertreter 
der ungesittigten Séuren wahlte ich gerade diese Saure, weil sie in 
Pflanzen haufig nachgewiesen! und weil sie zugleich auch vergirbar ist. 


Versuch 35. 
Material: Etiolierte Weizenkeimptlanzen. 


Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,),; pu: 6,1. 
KOOC.C.H 


i 
H.C.cCOOK 
pu: 6,3 


II. 0,01 mol. CO(N Hy), + 0,008 mol. 





mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 





8 Min. 1std. | 3 Std. 4 Std. 5Std. | 6 Std. 
ee 43,6 43,4 43,8 43,9 43,4 43,6 
Me #6 oe 5-9 43,2 43,4 43,3 44,0 43.6 43,4 
Differenz . . . +04 + 0,0 — 0,5 — 0.1 — 0,2 + 0,2 


Versuche mit Oxysduren. 


Keine der untersuchten Oxycarbonsduren: Glykolsdure, Milchsdure, 
Apfelsdéure und Citronensdure lieB sich von meinen Versuchspflanzen 


! Czapek, Biochemie d. Pfl., Bd. III, 8. 88. Jena 1925. Val. auch 
H.u. A. v. Euler, Arkiv. f. Kemi 1, 365, 1904. Goldschmidt. Monatsh. 
Chem. 22, 698, 1901. vw. Hallie u. Steenbauer, Pharm. Weekblad. 63, 4, 
1926. Butkewitsch, diese Zeitschr. 182, 99, 1927. FE. K. Nelson, Journ. 
Amer. Chem. Soc. 50, 2006, 1928. 

2 Buchner, Ber. Chem. 25, 1161, 1892, u. a. 
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als C-Quelle fiir die EiweiBsynthese gut verwerten. Bei Glykolsdure wurde 


eine, wenn auch ganz unbedeutende Synthese wahrgenommen. 


Versuch 36. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpilanzen. 
Intiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,),; pu: 6,5. 


II. 0,01 mol. CO(NH,), + 0,015 mol. CH,. OH . COONa; 


pu: 6,7. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 








7 Min. 1 Std. “3Std. | 4std. | 5 Std. 
ete 32,2 32,3 33,2 33,0 33,6 
as eee 32,4 32,6 33,2 33,0 34,2 
Differenz . . .  —0,2 — 0,3 + 0,0 + 0,0 —-0,6 


Versuch 37. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,)s; pu: 6,6. 
II. 0,01 mol. CO(NH,), + 
pu: 6,7. 


6 Std. ; 

33,5 

34,4 
— 0,9 


0,015 mol. CH,. OH . COONa; 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 





 @Min. | 1Std. | 3Std. | 3Std. 45Min.| 5 Std) 
ee oo ole 34,8 34,6 — 35,2 35,6 
" eae ee a 34,7 35.7 | 863 
Differenz. .| + 0,1 — 0,5 o — 05 | —0,7 


Versuch 38. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,02 mol. C,H,. NH, + HCl; pu: 7. 


6 Std mee 
35,2 
35,5 

— 0,3 


II. 0,02 mol. C,H; .NH, + CH,.OH.COOH; pu: 7. 





mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 





“9Min. | 1Std. | 3Std. | 4Std. | 5Std. | 5Std. 36 Min. | 6 Std. 
L......] 44a] 418 | 414] 422 | 414 41,4 41,6 
I entities aired 41,6 41,8 42,0 42.3 41,8 42.0 42,1 
Differenz . —0,2 |}+00 —06 —0O1 —0,4 — 0,6 — 0,5 


Versuch 39. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,).; pr: 6,0. 
II. 0,01 mol. CO(NH,), 
pu: 6,1. 


- 0,01 mol. CH,. CHOH.COONa; 





mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 





5 Std. 


9 Min. 1 Std. 4 Std. 
pepe apy’ 36,6 36,1 36,5 36,8 
PAS -- a 36,6 36,8 
Differenz . . . - — — 0,1 + 0,0 


Biochemische Zeitschrift Band 225. 3 


6 Std. 


36,6 


36,6 


+ 0,0 
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Versuch 40. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpilanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(N Hg)o; pr: 7,0. 
Il. 0,01 mol. CO(NH,), + 0,008 mol. CHOH . COOK; 


CH,.COOK 
Pu: 7,0. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 


~ 9 Min. | 1 Std. 3 Std. ‘4Sta. | 5Std. | 6Std. 
Bia eres 39,1 38,9 38,6 39,3 38,6 38,6 
Maictigas sce 38.4 38,5 38,8 38,8 39,1; 38,8 | 38,2; 38,4 
Differenz . . + 0,7 + 04 ~ 0,2 + 0,5 — 0,35 + 0,3 


Versuch 41. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpilanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,), + 0,009 mol. CH,.CO.COONa; 
pu: 7,2. 
Il. 0,01 mol. CO(N H,), + 0,008 mol. CHOH . COONa; 
CH,.COONa 


pu: 7,0. 





mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 


6 Std. 


oie, “1 Std. 3Std. |  5Std. 
eee 408 | 413 42.7 429 | 427 
Bisse tens y 40,8 41,0 42.3 42.1 41,3 
Differenz. . +00 | +03 + 0,4 +08 | +14 


Versuch 42. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpilanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NHg,)9; pu: 6,5. 


Il. 0,01 mol. CO(NH,), + 0,005 mol. citronensaures 
Natrium. py: 6.3. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 


8 Min 1Std. | 3Std. 4 Std. 5Std | 6 Std. 
A a 39.1 39.3 39,5 39.8 39,4 39.6 
a a dl 39.4 39.2 397 39.4 89,5 39.5 
Differenz. . | —0,3 + 0,1 — 02 + 0,4 wail) 1 + 0,1 


Die Tatsache, daB ich mit Oxysauren keine deutlich positiven 
Ergebnisse erzielte, wihrend Smirnow! mit Apfelsiure deutlich positive 
Resultate erhielt, beweist, daB es dank der kurzen Versuchszeit beim 


1 Diese Zeitschr. 137, 21, 1923. 
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Arbeiten nach meiner Methodik méglich ist, Unterschiede in der Ver- 
wertbarkeit zu konstatieren, die mittels der friiher verwendeten 
Methodik sich selbst von einem vorziiglichen Experimentator nicht 
erweisen lieBen. 

Der Versuch mit Glykolsiure wurde mehrmals wiederholt; es 
schien mir namlich besonders wichtig, mit diesem Stoffe zu einem ein- 
wandfreien Ergebnis zu kommen, da sie nach 7'riers Hypothese bei der 
EiweiBsynthese der Pflanzen diejenige C- Quelle ist, die durch Vereinigung 
mit Ammoniak Aminosaéuren gibt. Auch war das Verhalten dieses 
Stoffes wegen seines haufigen Vorkommens in Pflanzenorganismen! 
interessant. 

Es hat den Anschein, als ob eine EiweiBsynthese tatsachlich bei 
Verwendung von Glykolsiure als C- Quelle stattfindet, wenn auch diese 
so gering ist, das sie die Grenzen der méglichen Fehler bei den Be- 
stimmungen beriihrt. Aller Wahrscheinlichkeit nach geht die Glykol- 
siure in irgendeine andere Verbindung iiber, die sich fiir die Synthese 
verwerten laBt: dieser ProzeB tindet jedoch so langsam statt, daB nur 
kleine Mengen der anderen, verwertbaren Verbindung innerhalb der 
Versuchszeit entstehen. 

DaB Apfelsaure sich nicht verwerten lat, ist ebenfalls interessant 
wegen der nahen Beziehungen dieser Siure zu dem im Pflanzenreich 
so haufig vorkommenden Asparagin. 


Versuche mit Ketosduren. 

Glyorylsdure, Brenztraubensdure, Progyionylameisensdure und La- 
vulinsdure wurden untersucht.  Brenztraubensdure wird von meinen 
Versuchspflanzen als C-Quelle fiir die EiweiBsynthese sehr gut verwertet, 
die iibrigen von mir untersuchten Ketosduren nicht. 


Versuch 43. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit IT. 0,01 mol. CO(N H,)o; pu: 7,0. 


II. 0,01 mol. CO(N H,), + 0,0075 mol. (CHO . COO),Mg; 
Pu: 7,0. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 


9Min. | 1Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. a — 
a ae 39.6 39.3 88.6 39.5 41.0 49.6 
_ RS eae 39.4 39,1 39.0 49.2 40,2 40.4 


Differenz. . + 0,2 + 0,2 0.4 — 0,7 +08 +02 


1 Czapek, Biochemie der Pilanzen, 8. 92. Jena 1925. Vgl. auch A. Bui- 
sine, R. Buisine, Compt. rend. 107, 789, 1888. 
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Versuch 44. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NHg,)o; pu: 7,0. 
II. 0,01 mol. CO(NH,), + 0,0075 mol. (CHO . COQ), Mg; 
pu: 7,0. 





mg Eiweii-N pro g Trockensubstanz nach 


9 Min. 1 Std, 3 Std. 4 Std. 5 Std. A, = 

| | 
ak Se 420 | 422 41,6 42.3 42.4 42.1 
DE ata S'S 421 | 426 42.2 42,2 42.4 42.0 
Differenz . . — 0,1 | —04 — 0.6 + 0,1 t+ 0,0 + 0,1 


Versuch 45. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(N Hg); pu: 7,0. 
II. 0,01 mol. CO(NH.,), + 0,009 mol. CH, .CO.COONa; 
pu: 7,0. 








mg Eiweili-N pro g Trockensubstanz nach 








4 Std. 5 Std. 


9 Min. 1 Std. 4 Std. 30 Min. 40 Min. 6 Std. 

= . 
a 36.4 36.4 | 36,9 86,1 | 9864 
a ies 36,2 38.4 38,9 374 | 87,6 
Differenz. . — + 0,2 — 2.0 — 2.0 —1,3 —1,2 


Versuch 46. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,), + 0,01 mol. CH,;.CO.COONa; 
pu: 5,9. 
II. 0,01 mol. CO(NH,), + 0,0075 mol. CH, . CH, . CO 
.COONAa; px: 6,1. 





mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 





10 Min. 1 Std. 3 Std. 4 Std. i=. A al 
bit. eee 41,2 40,4 - | ap 44.7 
Pee Pe 41,7 40,8 422 | 418 40,6 
Differenz. . | +05 —05 —04 “Sei < aie eS 














Synthese von EiweiBstoffen bei héheren Pflanzen. 37 


Versuch 47. 
Material: Etiolierte Weizenkeimptlanzen. 
Infiltriert mit 1. 0,01 mol. CO(N Hg)o; pu: 6,05. 


Il. 0,01mol]. CO(NH,), + 0,012mol. CH, . CH,.CO.COOK ; 
Pu: 6,05. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 


3 Std. 


4 Std 


9 Min. 15 Min. 14 Min. 5 Std. 6 Std. 
Bog Wight og 42.7 42.3 42.8 41,9 42.3 
et os ahh 42.5 42,2 41,7 41.8 422 
Differenz . . + 0,2 + 0,1 + 11 + O,1 + 01 


DaB die Brenztraubensiure fiir die Eiweibsynthese glatt ver- 
wertet wird, aber nicht ihre Homologen, ist vielleicht als das wichtigste 
Ergebnis der vorliegenden Arbeit zu bezeichnen. Ich komme auf die 
Deutung dieses Befundes auf S. 75 zuriick. 


Versuch 48. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,).; pq: 6,0. 


II. 0,01 mol. CO(N Hy), + 0,01 mol. 
CH,.CO.CH,.CH,.COONa; px: 6,1. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 


 gMin. | 1Std. 3 Std. tStd. 5 Std. 6 Std 
ee Ses 36,3 36,0 36.7 86.8 36.3 36.5 
Re 36,0 45,8 36.5 36,7 36.4 386.4 
Differenz . ,. + 0,3 + 0,2 + 0,2 + 0,1 — 0,1 t+ O1 


Versuche mit Aldehyden. 


Formaldehyd, Acetaldehyd und Glycerose, ein durch Ozxydation 
von Glycerin erhaltenes Gemisch von Glycerinaldehyd und Dioxyaceton', 
werden als C-Quellen fiir die EiweiBsynthese von meinen Versuchspflanzen 
nicht verwertet. 

Die experimentelle Untersuchung der Aldehyde st6Bt auf Schwierig- 
keiten, weil die niederen Aldehyde recht giftig sind. Treboux gibt an, 
daB H .CHO in Konzentrationen gréBer als 0,0005° , fiir die Pflanzen 
giftig sei; nach Sabalitschka und Weidling? duldet Elodea canadensis 
gut 0,032°, H.CHO oder CH,.CHO. Bokorny*® hat bei seinen 
ernahrungschemischen Arbeiten mit Spirogyra und Phaseolus multi- 


' Fischer u. Tafel, Ber. Chem. 21, 2636, 1888. 
* Diese Zeitschr. 176, 210, 1926. 
3 Arch. f. Anat. u. Phys. 1916, S. 281. 
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florus 0,001°, H.CHO-Lésung verwendet. Phaseolus multiflorus 
gedeiht nach ihm in 0,1% CH,.CHO. 

Um festzustellen, ob eine mit 0,032”, Acetaldehyd C-aquivalente 
Glucoselésung bei etiolierten Weizenkeimpflanzen eine EiweiSsynthese 
hervorrufen wiirde, fiihrte ich folgenden Versuch aus: 


Versuch 49. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,),; pq: 6,0. 


II. 0,01 mol. CO(NH,), + mit 0.032% CH,CHO C-aqui- 
valente Menge Glucose (0,0024 mol.); pq: 6,1. 





mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 


 9Min. | 1Std. | SStd. | 4Std. 5Std. ‘6 Std. 
es 35,1 35,6 36,1 35,7 35,0 
ee aa yore 35.0 35.0 35,4 36,8 36.8 36.5 
Differenz . . + 0,3 + 0,1 + 0,2 — 0,7 1,1 1,5 


Da aus dem obigen Versuch hervorgeht, daB die verwendete Menge 
der C-Quelle geniigt, um die EiweiBsynthese in eindeutig nachweis- 
barer Weise zu beeinflussen, setzte ich die Untersuchung mit dieser 
Konzentration fort. Der Zweck des folgenden Versuchs besteht darin, 
festzustellen, ob die von Sabalitschka und Weidling (1. c.) als unschadlich 
gefundene Konzentration an Acetaldehyd die EiweiBsynthese bei Zufuhr 
geniigender Mengen anderer C- Quellen in irgendeiner Weise beeinfluBt. 


Versuch 50. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,), + 0,006 mol. Glucose; py: 6,2. 


II. 0,01 mol. CO(NH,), + 0,006 mol. Glucose + 0,0072 mol. 
CH,.CHO; pq: 6,1. 


mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 








5 Std. 


9 Min. 1 Std. 3 Std. 5 Std. 30 Min. 6 Std. 
Ba Seite Ee 39,4 39,3 40,7 40,3 40,4 40,6 
See 38,9 39,0 40,5 -- 40,7 40,6 
Differenz . . + 0,5 - 0,3 + 0,2 — 0,3 + 0,0 


Aus diesem Versuch geht hervor, daf die verwendete Aldehyd- 
konzentration keine bemerkbare Giftwirkung ausibt. 


Nach diesen vorbereitenden Versuchen untersuchte ich, ob die 
fraglichen Aldehyde als C-Quellen bei der pflanzlichen EiweiBsynthese 
sich verwerten lieBen. 
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Versuch 51. 
Material: Etiolierte Weizenkeimptlanzen. 
0,01 mol. CO(N Hg)o; pu: 6,4. 
Il. 0,01 mol. CO(N Hg). 


Infiltriert mit TI. 


0,0073 mol. CH, . CHO: py: 6,6. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


15 Min. 1Std. 3 Std asta. 5std. SSM 6 sta 
a eee 37,8 38,2 37,4 38,0 38.5 39,0 39,0 
ck. 4 Oe 38,0 37,6 38.6 39.2 
Differenz. . - 04 +- 0,2 + 0.4 0,4 — 0,2 


Weil nach Baudischs Hypothese (8.5) Belichtung von wesentlicher 
Bedeutung fiir die Verwertbarkeit des Acetaldehyds als C- Quelle bei 
der EiweiBsynthese héherer Pflanzen sein kénnte, wurde dieser Stoff 
auch bei Licht untersucht. 


Versuch §2. 
Material: Griine Weizenkeimptlanzen, die letzten 48 Stunden im Dunkeln. 
Infiltriert mit I. 0,02 mol. KNO,: pu: 6,0; im direkten Sonnenschein. 
T = 21°. 


II. 0,02 mol. KNO, + 0.008 mol. CH, . CHO; py: 6,0. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 


8 Min 1 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std 
Bes 40,5 40,3 40,2 39,8 40,3 
ae 40,0 40,4 39,9 39,9 40,5 
Differenz . +05 — 0,1 03 — 0,1 — 0,2 


Dann wurde untersucht, ob Acetaldehydammoniak sich bei Ab- 
wesenheit anderer C-Quellen von eticlierten Pflanzen verwerten lieB. 
Aus den Versuchen 97 und 98, 8.54 geht hervor, da®B dieser Stoff 
bei Anwesenheit anderer C-Quellen sich von meinen Versuchspflanzen 
sehr gut verwerten laBt. 

Versuch 53. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
0,01 mol. (NHy)g.S8O,: pu: 7.0. 
IT. 0,02 mol. Acetaldehydammoniak; py: 8,7. 


Infiltriert mit I. 





mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 


- 9Min. | 18td. 3 Std. 4 Std. 5 Std 6 Std. 
hi ot 33.3 33,0 34.0 33.5 33,0 33:4 
ee ee 34.0 33.5 33.4 33.8 33,3 33.6 
Differenz. . — 0,7 — 0,5 + 0.6 — 03 — 0,3 — 02 
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Versuch 54. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(N H,)s; pu: 5,8. 
Il. 0,01 mol. CO(N H,), + 0,015 mol. H . CHO; pu: 5,7. 





mg Eiweib-N pro g Trockensubstanz nach 





11 Min y 1 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 
RGAE 38,9 38,7 38,5 39,2 39,0 38,6 
Bee oe 38,3 38,7 38,8 39,0 38,9 38,8 
Differenz . . + 0,6 + 0,0 — 0,3 + 0,2 + 0,1 — 0,2 


Versuch 55. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,)o; pu: 6,0. 
II. 0,01 mol. CO(NH,), + 0,09 mol. Glycerose; py: 6,0. 





mg Eiweili-N pro g Trockensubstanz nach 


7 Min. 1 Std. 4 Std. ; — pA a 
“Deere 382 | 380 38.6 39,1 39,2 
Wie geek ee 37,6 37,6 39,4 40,1 39,7 
Differenz . . + 0,6 | + 0,4 — 0,8 — 1,9 — 0,5 


Versuch 56. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpilanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,)o; pu: 6,2. 
II. 0,01 mol. CO(NH,), + 0,01 mol. Glycerose; py: 6,1. 





i| mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 





9 Min. 4 Std. = 5 Std. po 
silane 
eer. “eter ae 38,5 39,2 8'8 38,6 38,3 
ee 38,9 — 39,6 | 89,2 38.5 
Differenz . . — 04 _— — 03 — 0,6 —§2 


Der Nachweis, daB Aldehyde nicht fiir die EiweiBsynthese direkt 
verwertet werden, ist von besonders groBer Bedeutung. Diese Stoffe 
waren ja nach den Ansichten Treubs, Baudischs, Balys und Hudsons 
als die einfachsten direkten C- Quellen der EiweiBsynthese zu betrachten. 
DaB von Giftwirkungen bei meinen Versuchen keine Rede sein kann, 
diirfte aus dem Versuch 50, 8.38 hervorgehen. Man kénnte jedoch 
annehmen, daB eine groBe, auf einmal zugefiihrte Aldehydkonzentration 
in anderer Weise von der Pflanze verwertet wiirde als eine kleine, die 
konsumiert werden kann in dem MaBe, wie sie entsteht. Es ware also 
denkbar, daB die Brenztraubensaure durch die Tatigkeit der in héheren 
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Pflanzen vorhandenen! Carboxylase allmahlich zu Acetaldehyd de- 
carboxyliert wiirde, und da dieser allmahlich entstehende Aldehyd 
die wahre C- Quelle der EiweiBsynthese wire. Um dies zu untersuchen, 
wurde folgender Versuch ausgefiihrt : 


Versuch 57. 
Material: Eticlierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,035°, CH,.CHO; pu: 6,0. 
II. 0,006 mol. CH,. CO. COOK; py: 6,0. 





Nach 0 Std. Nach 5 Std 


mg Eiweili-N mg COs omg iw eib-N , mg COs 
# aa 35,2 10,6 36,1 21,8 
aes 35,6 37,8 22,0 


Aus dem Versuch ist ersichtlich, daB die CO,-Entwicklung der mit 
Brenztraubensaure infiltrierten Blatter innerhalb der Versuchsfehler 
nicht gréBer als der mit Acetaldehyd infiltrierten ist. 


Versuche mit verschiedenen Zuckerarten und verwandten Alkoholen. 


Glucose, Galaktose, Lactose, Saccharose, Mannit und Erythrit wurden 
auf ihre Verwertbarkeit als C-Quellen fiir die EiweiBsynthese bei Weizen- 
keimpflanzen gepriift. Nur mit Glucose fiel der Versuch positiv aus. 


Die Versuche mit Zuckerarten haben verhaltnismaBig wenig 
Interesse fiir das Studium des Verlaufs der natiirlichen EiweiBsynthese. 
Es ist ja durchaus anzunehmen, dab die Zuckerarten in Verbindungen 
von kleinerem Molekulargewicht zerfallen, bevor sie fiir die fragliche 
Synthese verwertet werden kénnen. Selbst wenn die Hypotnesen 
Loews oder Abderhaldens stimmten, wenn Zuckerarten die einfachsten 
an der EiweiBbildung teilnehmenden Stoffe waren, miiBten doch solche 
ganz bestimmter Struktur in Frage kommen; die tibrigen miiBten 
iiber einfachere Verbindungen in jene verwandelt werden. 

Aus der Priifung von Zuckerarten auf die Art, wie ich andere 
C- Quellen priifte, geht deshalb mit aller Wahrscheinlichkeit nur hervor, 
welche Zuckerarten von den Enzymen der héheren Pflanzen zerlegt 
werden kénnen. 

Dies beleuchtet zwar eine recht interessante Frage*, die jedoch 
iiber den Rahmen dieser Arbeit hinausgeht, weshalb ich hier nur einige 
ganz beliebig gewahlte Versuche dariiber gemacht habe. 


1 Zaleski u. Marx, diese Zeitschr. 47, 184, 1912; 48, 175, 1913. 
2 Val. G. Klein u. K. Pirschle, diese Zeitschr. 176, 20, 1926. 
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Saccharose laBt sich nach Hansteen! fiir die Eiweibsynthese vieler 
Pflanzen verwerten. Nach den obigen Darlegungen hangt diese Ver- 
wertbarkeit nur davon ab, welche Pflanzen geniigend Saccharase ent- 
halten, um jene Disaccharide schnell genug zerlegen zu kénnen. Um 
festzustellen, wie meine Weizenkeimpflanzen sich in dieser Hinsicht ver- 
halten, wurde Kertész’ qualitative Saccharaseprobe? mit meinem 
Material ausgefiihrt. Sie fiel sechwach positiv aus. Doch ist nach den Ver- 
suchen 60 und 61 Saccharose nicht innerhalb 6 Stunden als C- Quelle 
fiir die EiweiBsynthese meiner Versuchspflanzen verwertbar. Sie wird 
anscheinend nicht schnell genug invertiert, um bei der  fraglichen 
kurzen Versuchsdauer deutliche Synthese zu ergeben. 


Versuch 58. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(N H,)o; pu: 6,0. 
Il. 0,01 mol. CO(N H,), + 0.0045 mol. Galaktose; py: 6.0. 





mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 


1 Std. 5 Std. 


8 Min. 30 Min 5 Std. 30 Min 6 Std. 
Beg. th ei 36,4 37,0 37,8 37,0 37,9 
Reais Lea 36,3 36.8 $7.7 36,3 37,2 
Differenz. . + 0,1 + 0,2 + 0,1 + 0,7 + 0,7 


Versuch 59. 
Material: Etiolierte Weizenkeimptlanzen. 
Infiltriert mit [. 0,0! mol. CO(NH,)o; pu: 6,0. 
Il. 0,01 ml. CO(N H,). 0,0023 mol. Lactose; py: 6.0. 





mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 


~~ 9 Min. 4 Sta. 5 Std. 6 Std. 
Bie a gts. i 89,2 39,7 39,6 39.3 
 .aaee 39.0 39.3 39,7 39.5 
Differenz. . + 9,2 + 0,4 : 01 — 0,2 


Versuch 60. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,). + 0,0045 mol. Glucose; pR: 6,4. 
II. 0.01 mol. CO(NH,), + 0.0023 mol. Saccharose; py: 6,2. 





mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 














oe 9 Min. % 1 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 
ag ES Cah BE 34.4 35.1 35,9 38.1 37,8 37,2 
aa 33,9 35,5 35,6 36,5 36,3 36,2 
Differenz . . +05 — 0,4 + 0,3 + 1,6 + 1,5 +10 
1 Jahrb. wiss. Bot. 33, 417, 1899. 
2 Diese Zeitschr. 209, 492, 1929. 





di 
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Betreffs der Glucose als C-Quelle bei der EiweiBsynthese vgl. auch 
die Versuche 7, Ll, 12, 100 und 108. 


Versuch 61. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,)s; pu: 6,3. 
Il. 0,01 mol. CO(N H,), + 0.0023 mol. Saccharose; pq: 6,2 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 


9 Min. 1 Std. 3 Std. 3 Std. 


30 Min. 4 Std 4 Std 
ee 36,9 37,0 37,5 37.4 37,4 37,0 
BE ial dies we 37,3 | 369 37,2 37,2 37.3 36.6 
Differenz. . —0O0,4 + 0,1 +03 0,2 +01 +04 


Versuch 62. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(N H,).3 pH: 6,2. 





I]. 0,01 mol. CO(N H,), + 0.0075 mol. Erythrit; pq: 6,0. 
mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 
9 Min. 1 Std. 3 Std. 4 Std. BA 5 Std 
SO See aa as 36,4 36,6 36,6 36.9 37,0 37,2 
ea + as 36,6 36,9 36,4 35,3 37,0 37,3 
Differenz. . — 0,2 - 0,3 + 0,2 +1,6(?)) +0,0 0.1 


Auf Grund der iibrigens gleichmaBigen Werte ist anzunehmen, 
daB der niedrige Wert der Bestimmung IJ. nach 4 Stunden in irgend- 
welcher Weise fehlerhaft wurde. Diese Annahme wird von dem folgenden 
Versuch gestiitzt, der mit einem chemisch sehr verwandten Stoff vor- 
genommen wurde. ; 

Versuch 63. 
Material: Etiolierte Weizenkeimptlanzen. 

Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(N H,)o; pH: 6,0. 

II. 0,01 mol. CO(N Hy), + 0,006 mol. Mannit; py: 6,2. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


9 Min. 1 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std 
Rie 34,8 34,7 34,9 35,2 35,3 35,0 
ea 34,2 | 34.5 34,9 34.8 35,2 34,7 
Differenz. . +06 | +02 + 0,0 + 0,4 + 01 + 03 


Versuche mit verschiedenen N-Quellen. 


Es ist eine seit Liebig und Boussingault bekannte Tatsache, dal 
Ammoniumsalze und Nitrate sich als N-Quellen von den héheren 
Pflanzen verwerten lassen. 
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In betreii komplizierterer organischer Verbindungen seien vor allem 
die ausfiihrlichen Untersuchungen von Lutz! erwahnt. Es ist erwiesen, 
daB aliphatische Amide und niedere Amine von héheren Pilanzen assimiliert 
werden kénnen. Die Amide sind sehr leicht assimilierbar; Lutz fand keinen 
Unterschied unter denselben. Die Amine wiederum sind um so leichter 
assimilierbar, je kleiner ihr Molekulargewicht und je weniger verzweigt ihr 
Molekiil ist. Der Aminostickstoff wird hierbei nicht in Nitrat oder Ammoniak 
iibergefiihrt. 


Einige Aminosauren sind von Molliard*?, Hutchinson und Miller, 
Virtanen* sowie von Lutz® teils mit positivem Resultat untersucht worden. 
Nitrile werden von den Pflanzen nicht verarbeitet®. Ich will hier nicht 
weiter auf die Literatur eingehen, da dieselbe bereits von Czapek in ein- 
gehender Weise referiert worden ist. 

Da bei simtlichen friiheren Arbeiten auf diesem Gebiet die unter- 
suchten Verbindungen den Pflanzen durch die Wurzeln zugefihrt 
wurden, und da hierbei alle Fehler und Begrenzungen der Giiltigkeit 
der Resultate in Kraft treten, auf die ich oben (S. 7) hinwies, fiihrte 
ich mittels meiner Methodik folgende Versuche aus, um unsere Kennt- 
nisse betreffs dieser interessanten Umstainde zu erweitern. 


Versuche mit aliplatischen Amiden, 
Formamid, Acetamid, Butyramid, Succinamid, Carbamid, Biuret, 
Guanidin lassen sich als N-Quellen fiir die EiweiBsynthese héherer Pflanzen 
sehr gut verwerten, Thiocarbamid weniger gut. 


Versuch 64. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden im Licht. 
Infiltriert mit I. 0,02 mol. H.CONH,; px: 7,0. 
II. 0,02 mol. CH,. CON H,: pu: 7,0. 





mg Eiweib-N pro g Trockensubstanz nach 





5 Std. 


9 Min. 1 Std. 4 Std. 5 Std. a. - _ 
SG 454 | 448 45.7 46,2 48.4 48,2 
OE dctaarerihnstt agin ts 45.1 45.4 48,7 47.8 47.3 47,2 
Differenz . . . + 03 — 0,6 — 3.0 —1.6 +11 + 1.0 


‘ Compt. rend. 160, 665, 1905. Zusammenfassung seiner Arbeiten in 
Bull. soc. bot. Fr. 52, 194, 1905. 

2 Bull. soc. bot. Fr 10, 541, 1910; 56, 534, 1909. 

3 Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 30, 513, 1911. 

4 Report of the 18. Scandinavian Naturalist Congress in Copenhagen 
1929. 

5 Bull. soc. bot. Fr. 52, 95, 1905. 

® Compt. rend. Congr. Soc. Sav. Sc. 1900, 8S. 151; Compt. rend. 160, 665, 
1905; Bull. soc. bot. Fr. 52, 159, 1905; J. Cotte, Compt. rend. soc. biol. 77, 
185, 1914. 
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Versuch 65. 
Material: Griine Weizenkeimptlanzen, die letzten 16 Stunden im Licht. 
Infiltriert mit I. 0,02 mol. CH,;.CO.NH,; px: 7,0. 
II. 0,02 mol. CH,.CH,.CO.NH,; pu: 7,2. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz 


nach 
9 Min  §S8td. «6 Std. 
ae eee ae 41,7 43,8 43,6 
Oe 41,6 44,1 43,2 
Ditferenz. . ... + 01 — 03 + 04 


Versuch 66. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden im Licht. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,).; pr: 6,6. 
IT. 0,02 mol. CH,. CONH,: pu: 6,4. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 





2 Std. 3 Std. 4 Std. 


9 Min. 1 Std. 45 Min. 45 Min. 45 Min. 5 Std 
area 45.8 46,2 47.6 48.3 48,9 49.2 
9g 46.1 46,5 47,4 48.4 48,7 492 
Differenz . . . —03 — 0,3 + 02 —O1 + 0,2 + 0,0 


Versuch 67. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 18 Stunden im Licht. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,)s: pu: 6,7. 
II. 0,01 mol. (CO .NH,)o: pu: 6,8. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 





L......| 44 | ato | ‘ag | ae | wi | ae in 
W......! 446 | 48 | 46 | 482 | 448 | 445 | laa 
Differenz ... —0,.2 —03 —0O0,4 + 0,4 0,2 — 0,3 - 


Versuch 68. 
Material: Griine Keimpflanzen von Gerste. Die letzten 18 Stunden im Licht. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,).; pu: 6,2. 
II. 0,0067 mol. NH,.CO.NH.CO.NH,; pa: 6,0. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


8 Min. 1 Std. 3 Std. 4 Std 5. Std. p = 6 Std 
Ba itt. coke ty 35,2 34,8 35,4 35,5 37,4 35,8 36.4 
> eae 34,7 34,0 35,4 34,9 36.6 35,8 35.9 
Differenz . . . +0,5 + 0,8 +00 +06 +08 L 0.0 +05 
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Dieser Versuch wurde schon zu Beginn meiner Untersuchung 
ausgefiihrt, also zu einer Zeit, wo noch mehrere Fehlerquellen vor- 
kamen, die spiter eliminiert wurden. Deshalb sind die Analysen- 
werte unsicherer als bei meinen spaiteren Bestimmungen. Es geht aber 
deutlich hervor, daB Biuret fiir die EiweiBsynthese meiner Versuchs- 
pflanzen sich verwerten laBt. Da dieser Stoff fiir die natiirliche EiweiB- 
synthese kaum von Bedeutung ist, habe ich es nicht fiir nétig gehalten, 
diesen Versuch spiter zu wiederholen, um gleichmaBigere Werte zu 
erzielen. 

Versuch 69. 
Material: Griine Ptilanzen. Letzte 15 Stunden im Licht. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(N H.)o; pu: 6,2. 
Il. 0,0033 mol. (C: NH . NH, . NH,), . CO,; pa: 6,4. 





mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 





9 Min. i 1 Std. J 4 Std. “_— Std. 6 Std. 
ain tis Wola. ht - — 46,0 | 49.1 50,8; 50,5 
iia ts) ad eas 44.5 45.4 47,4 50.8 49.1 
Differenz . ~- -1,4 — 1,7 + 1,5 


Kawakita' hat die Erfahrung gemacht, da Guanidin sowie Biuret 
auf die Pflanzen giftig einwirken. Auch Hutchinson und Miller? be- 
zeichnen Guanidin als eine fiir hGhere Pflanzen wenig geeignete N- Quelle. 

Die Ursache der Unterschiede zwischen den Erfahrungen jener 
Autoren und meinen obigen Versuchen ist wahrscheinlich darin zu 
suchen, daB die giftigen Einwirkungen der betreffenden Stoffe sich bei 
den von mir verwendeten kurzen Versuchszeiten nicht bemerkbar 
machen. 

SchlieBlich schien es mir interessant, festzustellen, ob Schwefel- 
harnstoff fiir die EiweiBsynthese von meinen Versuchspflanzen sich ver- 


werten lie}. Um dieses zu untersuchen, machte ich folgende Versuche: 
4 


Versuch 70. 

Material: Griine Weizenkeimpilanzen, die letzten 15 Stunden im Licht. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,),:; pr: 6,2. 

Il. 0.01 mel. CS(NHo)o; pa: 6,3. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


~ 9Min. | 1Std. | 3Std. ‘4Std. | 5 Std. 6 Std. 
eye Ee 45,8 45,3 475 | 47,0 47.7 
ge 45.2 44.8 472 | 466 47,1 
Differenz . . . || —05 + 06 + 0,5 + 0,3 + 0,4 + 0,6 


1 Bull. Agr. Coll. Tokyo 6, 181, 1904. 
2 Centralbl. f. Bakt., I]. Abt., 30, 513, 1911. 
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Versuch 71. 
Material: Griine Weizenkeimptlanzen, die letzten 14 Stunden 
bei Licht. 
Infiltriert mit I. H,O. 
Il. 0,01 mol. CS(NH,),; pu: 7,0. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 


9 Min. 1 Std. 3 Std 4 Std. 5 Std. 6 Std. 
I. oe ae 43.6 43.0 | 43,5 44.3 44,0 44.1 
Reka: Hoe eee 43,1 43.7 | 43,2 44.2 44,7 44.8 
Differenz . . . ) +05 0,7 + 0,3 + 0,1 — 0,7 — 0,7 


Aus diesen Versuchen geht hervor, daB CS(NH,), fiir die EiweiB- 
synthese meiner Versuchspflanzen verwertet wird, wenn auch nicht 
so gut wie CO(N H,)p. 


Bei den obigen Versuchen wurde die Beobachtung gemacht, daB 
die mit Cu(OH), erhaltenen Eiweibfaillungen aus den mit CS(NH,), 
infiltrierten Blattern dunkler waren als diejenigen der mit Carbamid 
oder Wasser infiltrierten , und zwar nahm die dunkle Farbe der Fallungen 
proportional der Versuchszeit zu. 


Dieses diirfte seine Erklarung darin finden, daB das Thiocarbamid 
seinen Schwefel, wenigstens zum Teil, als H,S abspaltet, das mit 
Kupferhydroxyd dunkles Kupfersulfid bildet. 


Bei einem anderen Versuch, wo mit Thiocarbamid infiltrierte 
Blatter in einem geschlossenen GefiB standen, wurde nach 
7 Stunden ein Geruch von CS, empfunden. Dieser Geruch 
war zwar sehr schwach, wurde jedoch von zwei Personen, die 
diesen Geruch nicht erwarteten, unabhingig voneinander wahr- 
genommen. Ein Versuch, den CS, durch Destillation zu kon- 
zentrieren und mit Phenylhydrazin nachzuweisen, gelang nicht. 
Aus diesen Versuchen geht mit Wahrscheinlichkeit hervor, dab 
die Spaltung des Thiocarbamids bei meinen Versuchspflanzen keine 
oxydative ist. 


Versuche mit Aminen und substituierten Amiden. 


Methylamin wird etwa ebensogut wie Carbamid verwertet, Athyl- 
amin deutlich schlechter. Dimethylamin wird schlecht verwertet, Tri- 
dithylamin sehr schlecht, vielleicht iiberhaupt nicht. Die alkylsubstituierten 
Carbamide lassen sich sehr gut verwerten. 
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Versuch 72. 
Material: Griine Weizenkeimptlanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 


Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,)o; pu: 7,2. 
Il. 0,02 mol. CH,.NH,. HCI; pa: 7,0. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 


9 Min. 1 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 
RIT Skee 43,4 43,7 43,3 44,9 45.5 45,0 
SS ee 44.1 43,4 43,9 44.5 45,3 44,7 
Differenz . . .  —0,7 +03 — 0,6 + 0,4 + 02 + 0,3 


Versuch 73. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit I. H,0O. 
IT. 0,02 mol. CH,. NH,. HCI; pa: 6,3. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 








8 Min. ‘1 Std.  8Std. 4Std. | 5Std. 6 Std. 
eae ae 43,7 43.5 43,2 44.0 43,4 43,5 
ee Se tals aie 43,2 42.9 43,6 44.4 44.8 44,3 
Differenz . + 0,5 + 0,6 — 0,4 — 0,4 —14 — 0.8 


Versuch 74. 
Material: Etiolierte Weizenkeimptlanzen. 
Infiltriert mit I. 0,004mol. Glucose + 0,02mol. CH,NH,. HCl; ps: 6,0. 
Il. 0,004 mol. Glucose + 0,02mol.C,H;NH,. HCl; py: 6,0. 





mg Eiweib-N pro g Trockensubstanz nach 





9 Min. 1 Std. 3Std. | 4Std. | 58d. 6 Std. 
Seay 36.4 36,4 36,2 38.0 37.5 37.3 
GP ete 36.9 36.4 36,7 37.4 37.8 37,2 
Differenz . . . —O5 + 0,0 — 0,5 + 0,6 — 0,3 + 0,1 


Versuch 765. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit I. H,0O. 
IT. 0,02 mol. (CH,),.NH.HCI1; px: 6,0. 











mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 





7 Min. 1 Std. 3 Std. 6Std. | 6Std. 
Mh Nisa tg Ne 46,7 | 46,9 47,3 46,7 46.9 
ae ee 46,3 46.7 46.9 47.5 47,7 


Differenz . . . 1 0.4 + 0,2 +. 0,4 — 0,8 — 0,8 











iE 
D. 
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Versuch 76. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 18 Stunden 
Infiltriert mit JI. 0,01 mol. CO(N Hg)s; pu: 6,5. 
Il. 0,02 mol. (CH,),.NH.HCIl; px: 6,4. 
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bei Licht. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


9 Min. 1 Std. 31/ Std. 4 Std. 
eh gel te gi 44.4 44.2 45.6 46,2 
ae 44,6 44.1 45,2 45,7 
Differenz ... — 0,2 + 6,1 + 0,4 + 0,5 


Versuch 77. 


Material: Etiolierte Weizenkeimptlanzen. 


5l/, Std. 


46,2 
45,8 
+ 0,4 


Infiltriert mit I. 0,004 mol. Glucose + 0,02 mol. (CH,).N H .HC1; pr: 6,4. 


Il. 0,004 mol. Glucose 


0,02 mol. (C,H;),N . HCl; pa: 6,4. 





mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 


9 Min. 1 Std. 4 Std. . § Std. 
Bel ey ais 34.3 33,9 34,9 35,0 
ne ee 33,8 33,9 34,6 34,9 
Differenz . . . + 0,5 + 0,0 + 03 t+ O1 


Versuch 78. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 16 Stunden 
Infiltriert mit I. H,O. 
II. 0,02 mol (C.yHs5)3N . HCl; pu: 7,0. 


6 Std. : 
35,1 


34,5 
+ 0,6 


bei Licht. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 





9 Min. 1 Std. 31/2 Std. 
ae ie 43,3 43,3 43,6 
ese Fee ig ae) 3 — 42.9 43,9 
Differenz ... —- + 0,4 — 0,3 


Versuch 79. 
Material: Griine Weizenkeimp'lanzen, die letzten 15 Stunden 


Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(N H,)o; pu: 7,0. 
IT. 0,01 mol. CO.NH,.NHCH,; pu: 6,9. 


51/, Std. 
43,2 


44,0 
— 0,8 


bei Licht. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 


~ 9 Min. 5 Std. “6 Std. 
ee Pe ee 36,4 42.4; 42,7 41,8; 42,2 
Re are —- 42.4; 42.5 41.6 
Differenz . . . — +02 + 0,4 


Biochemische Zeitschrift Band 225. 4 


8 Std. 


43,0 
43.4 
0.4 
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Versuch 80. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 


Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(N Hg); pu: 7,4. 
II. 0,01 mol. CO.NH,.NHCH,; pu: 7.3. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 


9 Min. 1 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 

| “Sop oaeage 44,2 44,4 448 45,2; 455 466 
Be a te ~- 44,2 46,3 45.8; 464 45.4; 45,5 

Differenz ... o 0,2 —1,5 —13 + 1,1 


Versuch 81. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 


Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(N H,),; pa: 6,4. 
II. 0,01 mol. CO(NHC,Hs5)o; pu: 6,4. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 





2 Std. 4 Std. 


8 Min. 45 Min. 36 Min. 6 Std 
a he eee 43.1 43,1 46,7 45,8 
a ; 44,1 47.8 46,8; 47,2 
Differenz ... — 1,0 — 1,1 — 1.2 


Versuch 82. 
Material: Etiolierte Weizenkeimptlanzen. 


Infiltriert mit I. 0,004 mol. Glucose + 0,01 mol. CO(N Hg)o; pr: 6,0. 
II. 0,004 mol. Glucose + 0,01 mol. CO(N H.C, H5)o: pu: 6.0. 





mg Eiweif-N pro g Troekensubstanz nach 


9 Min, 41/y Std. 51/, Std. 6 Std. 

ae 42,8 44,8 44,4 45,9 
Biss. s) 9 oe 06} 44.5 45.6 
Differenz . . . — 0,2 + 1,3 — 0,1 + 0,3 


Versuch mit Carbaminsdure. 
Dieser Stoff wird von den Weizenkeimpjlanzen fiir die Eiweif- 
synthese gut verwertet. 
Versuch 83. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden im Licht. 


Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(N Hg). 
II. 0,02 mol. NH, . COOC,H;. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 





9 Min. 1 Std. 3 Std. 4Std. | atj,sta. | .f Std 
ee 3 43,1 434 | 44,7 45,2 44,3 44.0 
Biche arg 85.5 43,6 43,7 44,2 44,3 44,7 44.8 


Differenz . . . —O0,5 —0,3 | +05 + 0,9 — 0,4 — 0,8 











Synthese von EiweiSstoffen bei héheren Pflanzen. 


Versuche mit Aminosduren. 





Glykokoll, Alanin, a-Aminobuttersdure und Leucin werden als 
N-Quellen fiir die EiweiBsynthese etwa ebenso gut, sicherlich nicht besser 


als Carbamid verwertet. 
auch bedeutend schlechter als die oben erwdhnten Stoffe. 


Versuch 84. 


Glykokollath ylester wird auch verwertet, wenn 


Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden im Licht. 


Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH),; pu: 7,0. 
II. 0,02 mol. CH,.NH,.COOH; pu: 6,9. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 





7Min. | 1Std. | 2Std. | 3Std. | 4Std. | 5 Std. 
A: 42.7 42.5 42.5 42.6 43.9 44,2 
ae 423 42.7 42.3 42.4 43.8 43.8 
Ditierenz .. . +04 — 0,2 + 0,2 + 0,2 + 0,1 + 04 


Versuch 85. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 16 Stunden 
Infiltriert mit J. 0,01 mol. CO(NH,)s; pa: 6,2. 
II. 0,02 mol. CH,.CH.NH,.COOH; pra: 


im 


~ 


6 Std. 
43.6 


43,4 


+ 0.2 


Licht. 





mg Eiweili-N pro g Trockensubstanz nach 


3 Std. 4 Std. 5 Std. 


5 Std. 


15 Min. 1Std. oo Min. | 30 Min. 22Min. | 53 Min. 
ee ee 43.3 43,3 43.7 44.6 44.5 43,9 


_ er ae 42.6 42,9 43,7 44.4 44,2 44,7 
Differenz. . + 0,7 +04 | + 0,0 + 0,2 +03 — 08 


Versuch 86. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(N Hg); pu: 7,0. 
II. 0,02 mol. CH,;.CH.NH,.COOH; px: 


6 Std 


43.8 
44.7 
— 09 


im Licht. 


6,9. 





mg Eiweib-N pro g Trockensubstanz nach 





7Min. | 1 Std. 2 Std. 3 Std. 8 Std. 


19Min,  # Std. 


er Stores 44,4 44,6 44.4 44.4 44.9 45,8 
tes as 43,7 43.9 44.4 44.5 44.9 45,4 
Differenz — ad 0,7 + 0,7 t 0,0 ’ 0,1 t 0.0 r 0.4 

4* 


4 Std 
15 Min 


45.6 
45,3 
+ 0,3 
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Versuch 87. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden im Licht. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,)o; pu: 6,7. 
II. 0,02 mol. CH,.CH,.CHNH,.COOH; px: 6,8. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 





9 Min. ; 1 Std. 5 3 Std. 5 Std. 6 Std. 

a ae 42.1 41,8 41,9 442 43,8 

a 42.3 41,7 42.0 43,7 43,6 
Differenz . . — 0,2 + 0,1 — 0,1 + 0.5 + 0,2 


Versuch 88. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 14 Stunden im Licht. 
Infiltriert mit I. H,O. UNH, 
II. 0,02 mol. (CH;),.CH.CH,. cH S Set ‘TB. 
COOH 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 





3 Std. 


8 Min. 1 Std. 20 Min. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 
eee 40,8 409 41,3 41,2 41,1 40,3; 40,8 
Na ae 40,3 404 | 413 41,0 42.5 42.7; 42,3 
Differenz. . + 0,5 +05 | +0,0 + 0,2 —14 — 2,0 


Versuch 89. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden im Licht. 
Infiltriert mit I. H,0O. /Ny. HCl 
II. 0,02 mol. CH,. COOC,H;; pa: 6,0. 





mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 





9 Min. '] Sta. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 
} 
Ley | 429 42.8 42.6 43,1 43,1 42.6 
ee UR 42.7 43,8 44,2 43,7 
Differenz. . || + 0,2 +03 wil — 07 —S% 8s 
Versuch 90. 


Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden im Licht. 
Infiltriert mit J. 0,01 mol. CO(NH,),; pa: 6,2. 
/N Eh HCl 
II. 0,02 mol. CH,COOC,H;; pu: 6,3. 


mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 











9 Min. | 1 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 


r.....)| 7 | oa | oo | ws | oo | 452 
Tr 440 | 435 | 439 448 449 | 44,7 


Dinas. . | —O8 | —es | —O8 | +05 | +10 | +08 
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Versuche mit Ammoniunverl indungen. 
Ammoniumcarbonat, -succinat und -pyruvinat sowie Acetaldehyd- 
ammoniak sind etwa ebenso gut verwendbar wie die Amide; Ammonium- 
chlorid und Sulfat sind als N-Quellen deutlich schlechter. 


Versuch 91. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,),; pu: 6,3. 
Il. 0.01 mol. (N H,),80,; Pu: 6.4. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


9 Min. 1 Std. 2 3 Std. 4 Std. 5 Std. : 6 Std. 
eee 40,7 40.5 40.8 41.5 42.3 42.0 
ae 40.4 40.6 40.6 41,2 41,8 41,6 
Differenz. . +03 — 0,1 + 0,2 + 0,3 + 0,5 +- 0,4 


Versuch 92. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. (NH,),SO4; pa: 5,9. 
IT. 0,02 mol. NH,Cl; py: 5,9. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


9Min. | = 1Std. 3 Std. 4 Std, 5 Std 6 Std. 
Rae tee 43,7 43.5 43.9 449 44,7 44.4 
ae 43.5 43.9 43.6 44.8 44.8 44.1 
Differenz . . + 0,2 — 0,4 + 0,3 + 0,1 — 0,1 + 0,3 


Versuch 93. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,),; pu: 6.0. 
IJ. 0,02 mol. NH,Cl; pr: 6,0. 





mg Eiweii-N pro g Trockensubstanz nach 


9 Min. 1 Std. B Std. 


“4Std 5 Std. 6 Std 
SS re 41,3 40.9 41,4 42.7 43.5 43,3 
a 41,0 40.8 41,2 42.3 42.9 42.8 
Differenz . . + 0,3 + 0,1 + 0,2 + 0,4 + 0,6 0,5 


Versuch 94. 
Material: Griine Pflanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 


Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,).; pu: 6,4. 
Il. 0.01 mol. (NHy),CO,: pa: 6.3. 





mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 


8 Min, 


7 1 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std 
Be eee. te 41.6 41.4 42.3 43.5 43.9 43,7 
eke ss hg 41,0 41.5 42,7 43,4 44,1 43,3 
Differenz . . + 0,6 — 01 — 0,4 + 0,1 0,2 + 0,4 
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Versuch 95. 
Material: Griine Pflanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(N Hg)o; pH: 6,0. 
Il. 0,01 mol. (CH,. COON H,)o: pa: 6,0. 





mg Eiweili-N pro g Trockensubstanz nach 


9Min. | 18td. | 38td. | 4S8td. | 5Std. 6 Std 
es we 40,5 40,2 40,9 | 41,7 42.6 42.5 
ae 40,2 40,4 413 | 421 42.8 42,4 
Differenz. .  +0,3 — 0,2 —04 | —04 — 0,2 +01 


Versuch 96. 
Material: Griine Keimpflanzen, die letzten 14 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. (NH,),CO,; pr: 6,0. 
IT. 0,01 mol. (NHy).SO,; pa: 6,0. 





mg Eiweii-N pro g Trockensubstanz nach 








9 Min. 1 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. "6 Std 


Bee ee 41,3 41,2 41,8 42,7 43,4 43,1 
i aig A 41,3 41,0 41,4 42.0 42.7 42.5 
Differenz . . t 0,0 + 0,2 + 0,4 + 0,7 + 0,7 + 0,6 


Versuch 97. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 


Infiltriert mit I. 0,02 mol. Acetaldehydammoniak; py: 9,6. 
II. 0,02 mol. CH;, CO.COONH,; pu: 6,3. 





mg Eiweili-N pro g Trockensubstanz nach 


9 Min. 1 Std. a. 5 Std. oan 6 Std 
Bos bots 35,6 36,1 38,6 38,8 38,7 38,9 
en gt a 35,2 36,6 38,8 38,8 39,8 39.6 
Differenz . . + 0,4 — 0,5 — 0,2 + 0,0 —1,1 0,7 


Versuch 98. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,)o; pu: 6,0. 
II. 0,02 mol. Acetaldehydammoniak; py: 9.6. 








mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 


6 Std 


Sie, |e, 3Sta. | 48td. | 58td. 
Van F Be 44.8 45,0 45,3 44.7 
" Spies er 43,7 45.0 44.6 45.2 443 


Differenz . . | + 0,4 —O3 — 02 +04 LO +04 
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Es ist bemerkenswert, daB die EiweiBsynthese selbst bei so groBen 
Unterschieden im py der infiltrierten Lésungen nicht in hdherem MaBe 
beeinfluBt wird. 

Versuche mit Nitraten und Nitriten. 

K NO, und NaNO, sind etwa ebenso gut verwertbar wie die Amide; 

K NO, und NaNO, bedeutend schlechter. 


Versuch 99. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit I. H,O. 
Il. 0,02 mol. KNO,; pu: 6,4. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 


9Min.  1Std. 2 Std. 38d. | 48td. | 5 Std. 6 Std 
ar oe 47.6 47,4 47,3 48.6 47.7 47,4 47,0 
ae 47,3 47,5 47.9 48.4 48.5 48.9 48.6 
Differenz . . | +03 — 01 — 0.6 + 0,2 — 0,8 —1,5 —1,6 


Versuch 100. 
Material: Griine Weizenkeimptlanzen, die letzten 14 Stunden bei Licht. 
Intiltriert mit I. 0,02 mol. KNO,; px: 6,4. 
Il. 0,02 mol. KNO,: py: 6,5. 





mg Eiweili-N pro g Trockensubstanz nach 








9 Min. 1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. oo. 

eS Sarr 46,5 46,6 46.8 47,2 47,3 47,5 47.8 

Mah dts. 6 47,0 46.5 46.8 47,2 48.6 48,7 48,8 

Differenz. . —0O5 - 01 - 0,0 t 0,0 —13 —1,2 — 1,0 

Versuch 101. 
Material: Griine Pflanzen, die letzten 14 Stunden bei Licht. 
Intiltriert mit I. 0,02 mol. KNO,; py: 6,5. 
II. 0,02 mol. KNO,; pu: 0.3. 
mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 

6 MG . aa 3 Std. 4 Std 4 Std 

9 Min I Std. 3 Std. 47 Min. 25 Min 41 Min. 

ee tse yer te 44.4 45,2 45,5 44.6 45.5 45.6 

ne 44.9 44.5 46,7 46,2 46,1 46,7 

Differenz . . 0,5 +. 0,7 1,2 — 1,6 —— OS 1,1 


Dieser Versuch bestitigt das Ergebnis der vorigen Versuche, 
daB naimlich bei griinen Pflanzen Nitrit vorteilhafter als Nitrat ist. 
Es schien mir aber méglich, daB es sich bei etiolierten Pflanzen anders 
verhalten kénnte; in diesem Falle wiirde die fiir die Eiweibsynthese 
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notige Energie durch Verbrennen der in der infiltrierten Lésung ent- 
haltenen Glucose erzeugt ; hierbei kénnte vielleicht Nitrat als die sauer- 
stoffreichere Verbindung bessere Resultate ergeben. Aus dem folgenden 
Versuch geht hervor, daB es nicht der Fall war. 


Versuch 102. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,004 mol. Glucose + 0,02 mol. KNO,; pg: 6,0. 
II. 0,004 mol. Glucose + 0,02 mol. KN O,; px: 6.0. 





mg Eiweii-N pro g Trockensubstanz nach 


| " a6 3S8td. | 5Std. ” 
9 Min. 1 Std. 3 Std. 40 Min. 9 Min. 6 Std. 


Rs 31,3 32.0 33,2 32.4 32.3 32.4 
My ahi ke «4 81,8 81,6 32,2 34,3 33,3 33,4 
Differenz . . —05 | +04 + 1,0 —19 — 1,0 — 1,0 


Dieses Ergebnis wird durch folgenden Versuch mit den entsprechen- 
den Na-Verbindungen bestitigt. 


Versuch 103. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden im Licht. 


Infiltriert mit I. 0,02 mol. NaNO,; pu: 6,0. 
IT. 0,02 mol. NaN O,: pH: 6,0. 





mg Eiweii-N pro g Trockensubstanz nach 


11 Min. 1 Std. 3 Std. 4 Std. pA oad : _ 

‘ae = 47,4 47,7 48,2 47.9 48,1 

" Tae Be 47'8 477 48.5 493 49.4 

‘ ie. 4 40s: | ~Oen | cep | en | ~iag | —iB 


Es schien mir in Anbetracht der oben (S. 5) beschriebenen 
Hypothesen Baudischs und Balys von besonderem Interesse, Nitrit mit 
Amiden oder Ammoniumsalzen zu vergleichen. Ich wahlte fiir diesen 
Vergleich Ammoniumcarbonat; dieser Stoff ist im Versuch 94 mit 
Carbamid verglichen worden. 


Versuch 104. 
Material: Griine Weizenkeimptlanzen, die letzten 15 Stunden im Licht. 


Infiltriert mit I. 0,02 mol. KNO,; pu: 7,0. 
IT. 0,01 mol. (N Hy).CQ,; pu: 6,9. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 


6 Std. 


9 Min. iStd. | 3Std. 4 Std. 5 Std. 
ae» «oe re 42.7 44.6 44.9 44.1 45,8 
— . . « <a 43,1 44.6 45,4 45,2 45,8 
Differenz . . | —0,5 — 0,4 + 0,0 — 0,5 —1,1 + 0,0 








a A & we eo 


ys 


aa 


Vv 


M 








or vv cr 
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Der Versuch wurde wiederholt: 


Versuch 105. 


Material und Infiltration wie im vorigen Versuch. px der Lésungen: 7,2 
bzw. 7.5. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 


8Min. | 40Min. 4Std. 5Std. | 6Std. 
NR 444 45,2 46,3 46,8 46,5 
hed 45,2 45,2 46.9 47.6 47.6 
Differenz . . || —08 + 0.0 — 06 —08 my 


Nach allen diesen Versuchen dirfte kaum ein Zweifel dariber 
bestehen, daB Nitrit als N- Quelle fiir meine Versuchspflanzen vorteil- 
hafter als Nitrat ist. Der Unterschied zwischen Nitrit und Ammonium- 
carbonat ist in dieser Hinsicht unbedeutend. Nach den beiden letzten 
Versuchen hat es jedoch den Anschein, als ob Ammoniumcarbonat ein 
wenig vorteilhafter ware. 


Versuche mit Nitrilen und Oxynitrilen. 

Oxynitrile werden etwa gleich gut wie die Amide verwertet; Nitrile 
tiberhaupt nicht. 

Wie S. 44 bereits erwihnt wurde, erwiesen Lutz und Cotte, daB 
Nitrile von den héheren Pflanzen nicht ausgenutzt werden kénnen. 
Um diesen Befund einer Priifung zu unterziehen, fiihrte ich nachstehende 
Versuche aus. 

Zuerst untersuchte ich, ob die negativen Ergebnisse jener Autoren 
von einer Giftwirkung der Nitrile abhangen kénnten. 


Versuch 106. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 16 Stunden im Licht. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(N H,)o; pu: 6,4. 
II. 0,01 mol. CO(NH,), + 0,01 mol. CH,.CN; pa: 6,5. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


ae ak 7. ee 7 ae T, 5Std. 6 Std 
9Min. | 1Std. | soMin. ooMin. 9S. | gs Min 5 Min. 
ee ac 44.8 44.9 45.6 45,7 46,2 46.5 46,1 
ae ae 44.6 44.6 46.3 45.8 46.2 46,2 46.6 
Differenz. . + 0,2 +03 | —0,7 ws 9 + 0.0 +03 — 0.5 


Da der Versuch bewies, daB Nitril nicht die EiweiBsynthese in 
nachweisbarer Weise stért, wurde die Untersuchung fortgesetzt. 





538 J. Bjérkstén: 


Versuch 107. 
Material: Etiolierte Weizenkeimptlanzen. 
Infiltriert mit I. 0,005 mol. Glucose; py: 6,1. 
II. 0,005 mol. Glucose + 0,02 mol. CH,.CN; pa: 6,0. 





mg Eiweili-N pro g Trockensubstanz nach 


9 Min. 1 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 


2Min, *Std. | gy yin, | 6 Std. 
RNA Po Fed 38,6 38,8 38,7 38.5 38.8 38.2 38,0 
RES ep ie 38,8 | 38,8 39.0 38.7 39.3 38,6 38.2 
Differenz. . | — 0,2 +00  —0,3 — 0,2 a O§ 0,4 — 0,2 


Aus diesem Versuch geht hervor, da eine Eiweibbildung mit 
Acetonitril als N-Quelle nicht in nachweisbarer Menge stattfindet ; 
die kleine Vermehrung des Eiweifstickstoffs nach 5 und 5!. Stunden 
befindet sich ja innerhalb der méglichen Fehlergrenzen. Die Nitril- 
versuchsreihe des obigen Versuchs weist in sechs der sieben Analysen- 
werte eine héhere N-Menge als die Vergleichsreihe auf; vielleicht hangt 
es davon ab, daB jene unbedeutende Menge des Nitrils von der Eiweib- 
fallung adsorbiert wurde und beim Waschen nicht entfernt werden 
konnte. 

Da Oxynitrile eine nicht unbedeutende Rolle in der Natur spielen, 
da Oxynitrilasen bei héheren Pflanzen nachgewiesen sind! und da 
jene Stoffe nach T'reubs Hypothese wichtige Zwischenprodukte bei der 


Versuch 108. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden im Licht. 
Infiltriert mit I. 0,02 mol. CH,.CH,.CN; pu: 6,2. 
II 0,02 mol. CH,.CH.OH.CN; pn: 6,3. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach der Zeit von 


| 
| wilendage 
| 





8 Mi 1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 
aun. | 32 Min. | 32 Min. | 31 Min. 34 Min. 32 Min. | 14 Min. 


aor eS es 45,2 45,5 44,8 46,4 46,0 46,0 45,6 
_ VeeaE eee 44.8 45,9 45,5 47,5 47,0 47,2 47,4 
Differenz. . +04 —0O,4 —0,7 | —1,1 —1,0 | —1,2 —i1,8 


' Rosenthaler, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 246, 365, 710, 1908; 
248, 105, 534, 1910: 251, 56, 85, 1913; K. Feist, ebendaselbst 246, 206, 
509, 1908; 247, 542, 1909; 248, 101, 1910; Venth, Dissertation StraB- 
burg 1912; Krieble, Journ. Amer. Chem. Soc. 35, 1643, 1913; Nordefeldt, 
diese Zeitschr. 118, 15, 1921; 181, 390, 1922; Dissertation Stockholm 1923; 
v. Euler, Arkiv fér Kemi 9, 4, 1927. 
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natiirlichen EiweiBsynthese sind, machte ich einen Versuch, um fest- 
zustellen, ob ein Unterschied zwischen Nitrilen und Oxynitrilen be- 
zuglich der Assimilierbarkeit durch meine Versuchspflanzen bestehen 
kénnte. 

Das Oxynitril erweist sich als bedeutend vorteilhafter, was als 
eine Stiitze fiir 7'rewbs Anschauungen iiber die EiweiBsynthese (8. 3) 
angesehen werden kénnte. Es schien mir nun von Interesse, das Oxy- 
nitril mit einer friiher untersuchten, guten N-Quelle zu vergleichen. 
Dafiir wahlte ich Ammoniumcarbonat. 


Versuch 109. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 14 Stunden im Licht. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. (NH,),.CO,; pu: 6,4. 
II. 0,02 mol. CH,.CH.OH.CN; pa: 6,2. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


8 Min 1 Std. 3 Std. 4 Std 5 Std. 6 Std. 


eae 44,2 44,0 45,0 46,8 46,9 46,3 
Bea ees 44,0 44,3 44,9 47,3 47,0 46.5 
Differenz. . + 0,2 — 0,3 + 0,1 — 0,5 — 0,1 — 0,2 


Der Unterschied zwischen diesen beiden Stoffen liegt innerhalb der 
méglichen Versuchsfehler. 

Es schien mir jetzt von Interesse, festzustellen, ob irgendein Unter- 
schied zwischen Oxynitril als solchem und Oxynitril in Gegenwart von 
Stoffen, die leicht Ammoniak abspa!ten, nachgewiesen werden kénnte. 
Ware Treubs Auffassung richtig, so wiirde sich vielleicht ein solcher 
Unterschied nachweisen lassen, wenigstens zu Beginn der Versuche, 
bevor eine bei der Verseifung der Nitrilgruppen fiir jene Synthese 
geniigende NH,-Menge abgespalten wire. Ich machte also folgende 
Versuche : 

Versuch 110. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I 0,005 mol. Glucose + 0,01 mol. (NH,),CO,; pu: 6,0. 


II. 0,005 mol. Glucose + 0,005 mol. (N H4),CO, + 0,01 mol. 
CH,.CH.OH.CN; pa: 6,0. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


5 Std. 6 Std 


9 Min. 1 Std. 4 Std. 5 Std 38 Min 83 Min 
thik 37.3 38.0 . 38,7 39,7 40.6 
a oe a tg 37,9 38,4 39,0 39,0 — 40,8 


Differenz . . —- 0,6 — 0,4 — 0,3 — 0,2 
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Versuch 111. 


Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden im Licht. 


Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(NH,),; pa: 7,0. 


II. 0,005 mol. CO(NH,), + 0,01 mol. CH,.CH.OH.CN; 


pu: 7,0. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 








9 Min. 1 Std. 3 Std. 4 Std. ssa. | > = s — 
| Se ees ee 42.7 42.3 43,8 — 45.4 45.7 45.4 
eo ore 42.4 42.7 44,7 44.4 45.8 45,2 44.8 
Differenz. . +03 — 0,4 — 0,9 — — 0.4 + 0,5 + 0.6 


Versuch 112. 
Material: Griine Weizenkeimptlanzen, die letzten 17 Stunden im Licht. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. (NH,).CO,; pu: 7,0. 
II. 0,005 mol. (NH,),CO, + 0,01 mol. CH,.CH.OH.CN; 
pu: 7,0. 





mg Eiwei6-N pro g Trockensubstanz nach 


1 Std. 4 Std. 5 Std. 5 Std. 6 Std. 








9 Min 11 Min. 9 Min. 7 Min. 39 Min. 9 Min. 
Sierec: me: See. 469 | 464 | 483 | 475 
ao 46.3 45.8 46.4 | 46,7 48.7 | 47,7 
Differenz . . — 0,5 + 0,3 + 9,5 — 03 —04 | —02 


Die bei diesen Versuchen verglichenen Lésungen sind innerhalb der 
méglichen Versuchsfehler gleichwertig. 

Durch den Erweis eines groBen Unterschiedes zwischen Nitrilen und 
Oxynitrilen gewann T'reubs Hypothese iiber Cyanwasserstoff als 
Ausgangsstoff fiir die EiweiBsynthese der Pflanzen an Glaubwiirdigkeit. 
Deshalb machte ich folgenden Versuch mit Cyanwasserstoff. 


Versuch 113. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,005 mol. Glucose. 
II. 0,005 mol. Glucose + 0,02 mol. HCN. 





mg Eiweii-N pro g Trockensubstanz 


nach 
 oMin. | «a8ta. | 6Sta 
ae 39.6 396 | 40,1 
ee 39.6 393 | 2398 


Differenz . . + 0,0 + 0,3 | +03 
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Das negative Ergebnis kann zwei verschiedene Ursachen haben. 
Entweder ist der HCN fiir die EiweiBsynthese deshalb nicht verwertbar, 
weil er aus strukturchemischen Griinden von den Enzymen der Weizen- 
keimpflanzen nicht angegriffen werden kann, oder er kénnte zwar 
von diesen verwertet werden, inaktiviert aber die Oxydationskataly- 
satoren, durch deren Tatigkeit die fiir die EiweiBsynthese nétige Energie 
erzeugt wird. 


Um festzustellen, ob die zweite dieser beiden Alternativen in der 
Tat zutreffen kénnte, wurde folgender Versuch gemacht: 


Versuch 114. 
Material und Infiltration wie beim vorigen Versuch. 


30g der mit den beiden Lésungen infiltiierten Blatter wurden mit einer 
Genauigkeit von + 1 g gewogen und in zwei 250 cem-Dewar-Weinhold- 
GefaBe eingefiihrt. Die Temperatur wurde mit Beckmann-Thermometern 
etwa alle 15 Minuten gemessen. Die Resultate gehen aus folgenden 
Kurven hervor: 














45% 
70% Sy 
give 
05% 
Glucose +HCN 
J l 





Abb. 1. 


Aus dem Versuch ist ersichtlich, daB in den mit HCN infiltrierten 
Blattern die Warmeentwicklung stark gehemmt ist. 


Um dieses Ergebnis sicherzustellen, wurde ein ahnlicher Versuch 
mit griinen Blattern ausgefiihrt: 


Versuch 115. 
Material: Je 35g griine Blatter, die letzten 16 Stunden im Licht. 


Infiltriert mit I. H,0O. 
IT. 0,02 mol. HCN. 


Die Blatter wurden nach der Infiltration in mit Beckmann-Thermo- 
metern versehene 200 ccm - Dewar -Weinhold-GefaiBe eingefiihrt, die Tem- 
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peratur wurde alle 15 Minuten abgelesen. Mit beiden Losungen wurden 
zwei Versuche gleichzeitig gemacht. Die Ergebnisse sind aus Abb. 2 
ersichtlich. 

Der Verlauf der Kurven ist in der Hinsicht bemerkenswert, dab 
eine scharfe Hemmung der Warmeentwicklung bei den mit HCN 
infiltrierten Blaittern erst nach zwei bis drei 
Stunden erfolgt. Man hat den Eindruck, 
75% 0 daB eine Zwischenreaktion der Oxydations- 
vorginge durch HCN verhindert wird; die- 
jenige Substanzmenge, die die fragliche 
Zwischenreaktion schon durchgemacht hat, 





7104 wird weiter oxydiert, aber wenn sie verbraucht 
ist, kann keine weitere Verbrennung stattfinden. 

Mehrere kalorimetrische Versuche sind in 
meinem Laboratorium ausgefiihrt worden; in 
a5% einer spateren Publikation will ich tiber diese 


ACN 


niher berichten. Jetzt sei nur erwahnt, dab 
weder Nitrile, Oxynitrile, noch andere von 
mir in dieser Hinsicht untersuchte Stoffe eine 
0 ; 7 GF th, 80 starke Hemmung der Warmeentwicklung 

Abb. 2. in den Blattern hervorriefen, wie die beim 
obigen Versuch durch HCN erzielte. 











SchlieBlich seien hier noch zwei Versuche mit Dicyandiamid 
erwahnt; dieser Stoff scheint auch nicht als N- Quelle fiir die Eiweib- 
synthese der héheren Pflanzen in Betracht zu kommen. 


Versuch 116. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 16 Stunden im Licht. 


Infiltriert mit I. H,O. 
/NH: 
If. 0.005 mol. C:NH > Pu: 6,0. 
NH.C:N 





mg EiweiB-N pro g Trockensubstanz nach 


9Min. | 1Std. | 3Std. | 4Std. 5Std. | 5tj_Std. 6 Std. 
ee 46,8 46,5 46,7 45,8 46,1 45,5 45,2 
Ieper 46,3 45,2 45,3 45,3 45,0 44.8 44.6 
Differenz. . +0,5 +13 +14 + 0,5 + 1,1 L (),7 + 0.6 


Versuche mit zyklischen Verbindungen. 


Benzamid, Benzanilid und Succinimid werden nicht von meinen 
Versuchspflanzen assimiliert. 
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Versuch 117. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, dic letzten 15 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit I. H,O. 
Il. 0,02 mol. CgH;. CON H,: pu: 6,3. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


> wee . 3 Std. 4 Std. 5 Std. 5 Std. 

16 Min. 1 Std 22 Min 17 Min. 10 Min 40 Min. 
he 49.4 48.8 48.7 49,4 49.9 50.0 
ae te ae B 48,9 48,9 49.2 48.6 50,1 49.7 
DiSwrens. . | +05 | —o1 | ~0O5 | +08 | —o8 | +08 


Das negative Ergebnis des obigen Versuchs war unerwartet. 
Amidostickstoff ist ja im allgemeinen sehr leicht assimilierbar und die 
Benzoesaure soll nach Bokorny! ebenfalls von héheren Pflanzen ver- 
wertbar sein. Der Versuch wurde wiederholt: 


Versuch 118. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 17 Stunden bei Licht. 
Iniiltriert mit I, H,O. 
II. 0,02 mol. CgH,. CONH,:; pu: 6,2. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 





9 Min. 


1 Std. 


5 Std. 


6 Std. 


3 Std 4 Std. 
- 45.6 45.3 45,6 46.0 45.4 45.6 
a. 45.0 45.6 45.3 45.9 45,3 45.4 
Differenz . . 4+- 0.6 — 0.3 +03 + 0,1 LO. + 0,2 


Versuch 119. 


Material: Griine Weizenkeimptlanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 


Infiltriert mit I. H,O. 
IT. 0,02 mol. CgH;.CO.NH.C,H;,; pu: 6,2. 








mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


' Diese Zeitschr. 145, 306, 1924. 


6 Std. 


9 Min. 1 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. a 6 Std. 13 Min 
a 45,8 46,4 46,5 46,7 45,9 | 46,3 46,8 — 
me. 458 458 461 46.5 456 | 463 47,0 | 46,7 
Differenz . +00 +06 +04 +02 +03 |+00 |—0,2 
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Versuch 120. 


Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 


[Infiltriert mit I 0,01 mol. CO(NHg)o; pu: 5,7 


CH,.CO 
Il. 0,02 mol. | >NH; pu: 5,6. 
CH,.CO 





mg Eiweif-N i peo g Trochenasbets anz nach 





12Min. | 1Std. 3'/o Std. 41/, Std. 4 oa 6 Std. 
Bese op. a Bs 39,3 - 38,7 40,4 41,1 40,6; 40,3 
i ese 4 38,7 — 38,5 39,0 39,2 38,8; 38,6 
Differenz. . + 0,6 — + 02 +14 +19 + 1,7 


Versuch 121. 


Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit I. H,O. 


CH,.CO 
If. 0,02 mol. | >NH:; pu: 6,0. 
CH,.CO 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 





8 Min. 1 Std, 3 Std. a4Stda. | 5Std. | 6Std. 
ea, 482 | 481 44.4 438 | 482 
| SaaS ae 436 | 485 43.7 43.4 43.8 
Differenz . . || —0,3 an. | ae +0.7 +04 —06 


‘ 
SchlieBlich seien hier einige meiner ersten Versuche angefiihrt, 

die zwar nichts weiteres beweisen, aber jedenfalls die experimentelle 

Begriindung der schon mitgeteilten Tatsachen verstirken: 


Versuch 122. 


Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 





* : mg “Eiwei6-N ‘ pro g Trockensubstanz 
Infiltriert mit nach 4 Std. 


x || 
nN 

~ 
—) 


Pre sp Meee 29,0 
0,02 mol. CH,NH, HCI eT AES Fo 28,8 
Mt ae Ns gs ee ek ke ee 28,6 
0,02 , CH;NHy, + 0,06 mol. Glucose 30,4 
0,02 , KNO, + 0,06 , Mi 80,0 
0,02 , CsH,;NH, +0,96 , eo 29,2 
0,01 , (N Hy) SO, +006 , i 29,4 
0,02 , CH,;NH,HC] +CH;COCOONa 30,3 
0,02 , KNOs; + CH,COCOONa 31,5 
0,01 , (NH,g).80, + CH,COCOONa 31,9 


POR mek 











3 
3.6 


rt, 
lle 
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Versuch 123. 


Material: Griine N-hungrige Weizenkeimptlanzen. Zuletzt im Licht. 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz 
Infiltriert mit nach 


0 Std. 6 Std 





ee 44,3 49,1 
0,02,  Acetaldehydammoniak. . . 51,2 
ee eee eee 46,8 
Ot -. “(Risse . ke 47,2 
OF « @WGGNM@as 2 ss. 2. st 43,5 
Versuch 124. 

Material: Griine N-hungrige Ptlanzen. Zuletzt im Licht. 

mg Eiweii-N pro g Trockensubstanz 

Infiltriert mit nach 

0 Std. 6 Std. 

SE ene eee ee ee er 40,8 40,0; 403 
oe er 41,9 
Oe. Cee ke ec 41,8 
Ce: i Cs Cas We 44.5 


Wirkt Belichtung auf den Verlauf der Eiweifsynthese bei héheren 
Pflanzen ein? 


DaB héhere Pflanzen auch im Dunkeln EiweiB bilden kénnen, ist eine 
langst bekannte Tatsache!. Es ist jedoch nachgewiesen, daB die Kiweib- 
hildung auch beim Ziichten in CO,-freier Luft mehr als dreimal intensiver 
bei Licht als im Dunkeln erfolgt?. Diese Lichtwirkung bezieht sich 
auf die ultravioletten Strahlen; die bei der Chlorophylitatigkeit wirksamen 
Strahlen beeinilussen nicht die EiweiBbildung bei den in CQO,-freier Luft 
geziichteten Pflanzen 3. 


Es schien mir von Interesse, die bei tagelanger Versuchsdauer 
gemachten Beobachtungen der oben zitierten Autoren mittels der in der 
vorliegenden Arbeit verwendeten Methodik nachzupriifen. Die UCher- 
legenheit der Infiltrationsmethode, als es sich darum handelte, einen 


! Boussingault, Agronomie usw. 7, 130, 1884; Godlewski, Anzeig. Akad. 
Krakau 1897, 8. 104; Derselbe, Bot. Zentralbl. 87, 281, 1901; Suzuki, Bull. 
Coll. Agric. Tokyo 2, 409; 8, 241, 1898; Bot. Zentralbl. 75, 289, 1898; 
W. Zaleski, Ber. Bot. 15, 536, 1897; J. Kinoshita, Bull. Coll. Agric. Tokyo 
2, Nr. 4, 1897; Mazé, Compt. rend. 127, 103L; 128, 185 (1899); Palladin, 
Bericht iiber bot. Sekt. Naturforschervers. Kiev 1898; Bot. Zentralbl. 
77, 60, 1899. 

2 Maliniak, Rev. gén. Bot. 12, 337, 1900; Godlewski, Bull. Acad. Se. 
Cracovie 1903, 8. 313; 8S. Wasniewski, Bull. Acad. Sc. Cracovie 1914, S. 615. 

3 Laurent, Marchal et Carpiaur, Bull. Acad. Roy. Belg. 82, 815, 1896; 
Laurent et Marchal, Rech. sur la synthése des subst. album. par les veget. 
Bruxelles 1903. 
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Stoff den Parenchymzellen des Blattes zuzufiihren, geht am besten bei 
dem Vergleich mit Suzukis Ergebnissen hervor: Suzuki! fand bei 
1°, igen Zuckerlésungen noch keine Eiweifsynthese, wahrend ich 
mittels 0,06 °,iger Glucoselésung maximalen Effekt erzielte. 


Versuch 125. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit 0,01 mol. CO(NH,).; pr: 6. 
I. Pflanzen wahrend des Versuchs: im direkten Sonnenschein. 
Il. sa . * a : im Dunkeln. 


Temperatur 20°C, 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


1 Std. 


3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 


I ae 43,7 43.5 43,9 44.9 45,6 45,3 
a oe 43,3 43,8 43,8 44,8 45,8 45,7 
Differenz . + 0,4 a OB + 0,1 + 0,1 — 02 — 04 


Versuch 126. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit 0,01 mol. (NH,),CO,; pu: 7,0. 
I. Ptlanzen wahrend des Versuchs: im direkten Sonnenschein. 
Il. - ee ye : im Dunkeln. 


Temperatur 21°C. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 





9 Min. 1 Std. 3 Std. } 4 Std. 5 Std. 6 Std. ee 
Ba ete. ts 47,6 47,6 47.9 48,8 49,5 49.6 
Sa 47,2 48,0 47,8 48.6 49,7 49.3 
Differen.: . . + 0,4 — 0,4 + 0,1 + 0,2 — 0,2 + 0,3 


Versuch 127. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 14 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit 0,02 mol. KNO,; pu: 6,3. 
I. Pflanzen wahrend des Versuchs: im direkten Sonnenschein. 
IT. ‘“ “ oe = : im Dunkeln. 
Temperatur 22°C. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 





~ 9 Min. 1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 
are ee 43.5 43,0 43.4 43.2 45,0 45,3 453 
are 43,2 43,7 43,2 43.6 44.4 44.5 44.6 


Differenz. . || +03 —0,7 +02 —04 +06] +08 +407 


1 Bot. Zentralbl. 75, 289, 1898. 
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Versuch 128. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 14 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit 0,03 mol. KNO,; px: 6,7. 
1. Pflanzen wahrend des Versuchs: in hellem, diffusem Tageslicht. im Freien. 
Il. % “i es - : im Dunkeln. 


Temperatur 16°C, 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


10 Min. ge Std. 5 Std 6 Std 
ae ae en ee ee 48,7 48,2 50,9 51,7; 51,7 
Die ten ei ter get We eS 49.3 49.0 51,3 61,7; 51,2 
PS 4 os ee 8 — 0,6 — 0,8 — 0,4 + 03 


Versuch 129. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 14 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit 0,03 mol. KNO,; pg: 6,7. 
I. Pflanzen waihrend des Versuchs: im direkten Sonnenschein. 
Il. - “ ae ‘a :im Dunkeln. 


Temperatur 22°C. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 





8 Min. 1 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std 6 Std. 
Bea sis ane ap 42.9 43.2 43.4 _ 44.0 44.3 
BERL Alor acw Th 42.3 42.9 -- * 43,7 43,5 43.5 
Differenz. . + 0,6 + 0,3 — — + 6,5 + 0.8 


Versuch 130. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 12 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit 0,03 mol. KNO,; pu: 6,3. 
I. Pflanzen wahrend des Versuchs: in hellem, diffusem Tageslicht, im Freien. 
Il. _ iis ro » «= im Dunkeln. 


Temperatur 15°C. 





mg Eiweif-N pro g Trockensubstanz nach 


“9Ming = Std. 3 Std. 4Std. | 5 Std. 30 Min 
pe ae 48,7 48,4 49,0 49,4 49.6 
ae er 48,5 48,0 49,2 49.0 49,7 
Differenz. . + 0,2 + 0,4 — 0,2 + 0,4 — 0,1 


or 
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Versuch 131. 
Material: Griine Weizenkeimpflanzen, die letzten 14 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit I. 0,03 mol. KNO,; px: 6,1. 
Il. 0,015 mol. CO(N Hy)s; pra: 5,9. 
I. Pflanzen wihrend des Versuchs: im direkten Sonnenschein. 
aT. i = we * :im Dunkeln. 


Temperatur 22°C, 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


9 Min. | 1 Std. 3 Std. 4 Std. 5Std. | 6Std. 
ee re 42,7 42.5 43,1 — 45,0 44.7 
iit si 42.2 42.6 42.5 45,1 45,3 44.5 
Ditferenz. . + 0,5 — 0,1 + 0,6 -- — 03 + 0,2 


Bei saimtlichen Versuchen wurde die Temperatur sowohl im 
Dunklen wie bei Licht stiindlich kontrolliert. Durch Annahern oder 
Entfernen der Pflanzen von der Heizung sowie durch Eintauchen der 
Kristallisierschalen, in welchen die Blatter sich befanden, in Gefaibe mit 
Wasser wurde mit einer Genauigkeit von — 1° auf die GleichmaBigkeit 
der Temperatur geachtet. 

Aus obigen Versuchen geht hervor, daB die Eiweibsynthese aus 
Carbamid oder Ammoniumcarbonat unabhangig von der Belichtung ist. 

Dasselbe ist der Fall bei Nitraten und Nitriten in diffusem 
Tageslicht. Nach den Versuchen 127 und 129 (S. 66 und 67) hat es den 
Anschein, als ob die EiweiBsynthese aus —- NO, und — NO, bei direktem 
Sonnenschein etwas schneller als im Dunkeln erfolgte. Diese Versuche 
wurden im Mai ausgefiihrt, und der Sonnenschein erwirmte schon so 
stark, daB selbst bei sorgfaltigster Achtung auf die GleichmaBigkeit der 
Temperatur die Méglichkeit besteht, daB die belichteten Blatter auf 
ihren Oberflachen warmer als die unbelichteten waren. Die entsprechen- 
den Versuche mit Carbamid und Ammoniumcarbonat wurden im Januar 
und Februar ausgefiihrt. 

Es sei betont, daB die Belichtungsintensitat auch bei den Versuchen 
in diffusem Tageslicht gréBer war als diejenige vieler natiirlicher 
Standorte, wo der Weizen gut gedeiht. 

Die von Godlewski, Wasniewski, Laurent, Marchal und Carpiaur 
(l. c. S. 65) nachgewiesene groBe Beschleunigung der Eiweibbildung bei 
Licht und langer Versuchsdauer ist auf ganz andere Erscheinungen 
zuriickzufiihren. 


» 


Die formative Einwirkung des Lichtes auf Pflanzen ist allbekannt. 
Kine der wesentlichsten Ursachen dieser Erscheinung ist, daB Be- 
leuchtung, besonders bei kurzwelligen Strahlen, die Zellteilung in 
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hohem MaBe beschleunigt!. Stark belichtete Pflanzen enthalten folglich 
mehr, jedoch kleinere Zellen als die schwach belichteten, wovon sich 
jeder durch Vergleich mikroskopischer Schnitte aus Blattern der 
Sonnenform und der Schattenform einer Pflanzenart leicht iiber- 
zeugen kann. Hierdurch entsteht der feste, gedringte Typ der stark 
belichteten Pflanzen. Viele kleine Zellen enthalten mehr Protoplasma 
als eine groBe Zelle desselben Gesamtumfanges. Deshalb ist auch der 
EiweiBgehalt sowie der Stickstoffbedarf einer bei Licht geziichteten 
Pflanze viel gréBer als einer im Dunkeln gezogenen. Bei meiner Arbeit 
hatte ich mehrfach Gelegenheit, festzustellen, daB Blatter, je starker sie 
belichtet wurden, um so gréBeren prozentualen Eiweibgehalt aufwiesen. 
Daraus geht hervor, daB die durch Belichtung hervorgerufene intensive 
Zellteilung den Eiweibbedarf in sehr hohem MaBe steigert, da ja durch 
die CO,-Assimilation der Pflanzen auch ihr Gehalt an Kohlenhydraten 
bei Licht zunimmt. 

Wenn eine Pflanze belichtet wird, steigt also ihr Eiweibbedarf 
in hohem Mabe. Die Differenz zwischen Bedarf und Versorgung 
eines Stoffes, jene physiologische Spannung, die ein so wichtiger 
Faktor bei den Biosynthesen ist, ist also in betreff der Eiweibstoffe 
bei Licht viel gréBer als im Dunkeln. Deshalb wird die EiweiBsynthese 
der Pflanzen durch kurzwelliges Licht beschleunigt:; nicht weil jene 
Synthese ein lichtchemischer Vorgang wire. 

Bei meinen Versuchen, bei denen mit Keimpflanzen gearbeitet wird, 
die in N-freier Nahrlésung geziichtet wurden, ist der N-Hunger der 
Versuchspflanzen auch ohne Belichtung geniigend groB, um eine 
maximale EiweiBsynthese zu bewirken. 

: 


Versuche iiber den Verlauf der EiweiBsynthese. 


Bei der Mehrzahl meiner Versuche habe ich nur EiweiB-N, nicht 
Amido-, Amino-, Ammoniak- und Gesamt-N bestimmt. Der Zweck der 
vorliegenden, Arbeit ist ja eine Orientierung iiber den Weg der natiir- 
lichen EiweiBsynthese. Dieses Ziel wurde durch Eiweifbbestimmungen 
erreicht. Hatte ich bei samtlichen meiner Versuche auch den in anderer 
Weise gebundenen Stickstoff bestimmt, ware die vorliegende Unter- 
suchung, an der ich 2!., Jahre arbeitete, sicher nicht einmal in doppelt so 
langer Zeit zu erledigen gewesen. Ich finde es deshalb zweckmabiger, 
bei einer besonderen spiteren Untersuchung mittels einer anderen 
Methodik die EiweiBsynthese aus einigen wenigen N- und C- Quellen in 
Einzelheiten mit besonderer Riicksicht auf die Zwischenstufen zu 
studieren. Ich habe jedoch auch in der vorliegenden Arbeit bei einigen 
Versuchen den Stickstoff vollstéindig bestimmt. 


' Klebs, Sitzungsber. Heidelberger Akad. 1916, 1917 u. a. 
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Versuch 132. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,01 mol. CO(N H,)o; pu: 7,2. 
II. 0,02 mol. CH,. NH,. HCI; pu: 7,0. 





Durch Ca(OH), . : ? 7 Veriinderung des 
sie: bei 30° abspalt-  —ONH) in mg NH. in mg | EiweiB-N (aus Vers. 
Zeit barer N in mg Nr. 72, 8.48) inmg 

ot Se ae Oe ey ee ae ey ee Ta 

9 Min. . 2,7 2.4 74 5,7 7,8 7,9 0 0 
1 Std. 2.5 2.6 7,8 6,0 65 6,2 0 — 03 
ae 1,9 2.6 6,7 5,1 10,2 10,1 — 04 + 0,2 
5 1.8 2.8 5,9 5.6 8,9 94 + 1.8 + 1,0 
ie 215 36 5,7 5,6 82/} 781 +13! +10 


Versuch 133. 
Material: Griine Weizenkeimpilanzen, die letzten 15 Stunden bei Licht. 
Infiltriert mit I. 0,02 mol. KNO,; px: 7,2. 
Il. 0,01 mol. (N Hy).CO,; pu: 7,5. 





Veriinderung 











ot ONH, in mg —NH, in mg des Eiweifi-N (aus Vers. 
Zeit Nr. 105, 8.57) in mg 
I. Se ee ee =_ | J 
OS Be. « ss 6,68 8.6 5 3.4 0 0 
ote . « 64 8,2 4,9 4.8 +19 + 2,1 
i eee 6,7 8.3 5.0 5,25 + 2.0 + 2.8 
Sit: Sk 6,5 9,1 4,3 3,7 + 1,7 + 2; 





Versuch 134. 
Material: Etiolierte Weizenkeimpflanzen. 
Infiltriert mit I. 0,06 mol. Glucose. 
II. 0,06 mol. Glucose -+- 0,02 mol. HCN. 





Veriinderung 





ve —ONHg in mg —NHg, in mg des Eiweifi-N (aus Vers. 
Zeit Nr. 113, 8S. 60) in mg 
CHa Ses Hees pater ey 1. 3 
ee 10.5 11,0 6.7 7,1 0 0 
ee 9,8 10,0 5,5 5.6 — _ 
4 , a 10,9 11,8 3,1 3,9 0 — 03 
yg es 12.6 9,73, 9,75 4,2 4,6 + 0.5 + 0,2 


Gesamtstickstoffbestimmungen wurden ebenfalls ausgefiihrt. Die 
gefundenen Gesamtstickstoffmengen iiberstiegen die Sunmimen des 
Amido- und Amino-N um | bis 3 mg. In Pflanzen, denen nicht Ammo- 
niumverbindungen, Nitrat oder Nitrit zugefiihrt wurden, konnten diese 
nicht nachgewiesen werden. 
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Wie ich schon betonte, wurde die bei der vorliegenden Untersuchung 
verwendete Methodik mit besonderer Riicksicht auf die EiweiBbestim- 
mung ausgearbeitet. Um den gesamten Stickstoff einwandfrei unter- 
suchen zu kénnen, muB man das Erhitzen und das Trocknen der 
Priparate vermeiden, z. B. in der Weise, wie es Mothes! bei seinen 
Untersuchungen iiber den N H,-Umsatz héherer Pflanzen macht. Es ist 
meine Absicht, in einer kiinftigen Arbeit den Verlauf der EiweiBsynthese 
aus zwei oder drei der in dieser Arbeit untersuchten Stoffe mit 
einer derartigen Methodik auf das genaueste zu verfolgen. 


Aus obigen Analysen geht aber recht deutlich hervor, daB bei 
den Versuchen 132 und 133, wo eine EiweiBsynthese stattfand, Amino- 
stickstoff gebildet wurde, um wieder zu schwinden, waihrend bei dem 
Versuch 134, wo keine Synthese erfolgte, der Gehalt an Aminostickstoff 
in der Mitte des Versuchs am geringsten war. Dieses deutet darauf hin, 
daB Aminosduren bei der EiweiBsynthese intermediir gebildet werden 
und daB die von Abderhalden und Schwab? hervorgehobene Méglichkeit 
einer direkten Bildung von Diketopiperazinen aus Ammoniak und 
Kohlenhydraten in der Tat nicht zutrifft. 


Orientierender Versuch iiber die Méglichkeit einer Eiwei8synthese in vitro. 


In meinen N-hungrigen Weizenkeimpflanzen besitze ich ein 
Material, das in vitro EiweiB aus anorganischen N-Quellen in kurzer 
Zeit synthetisiert. 


Zwecks Untersuchung betreffs der Méglichkeit, EiweiBsynthese 
auch mittels toten Pflanzenmaterials zu erzielen, wurde folgender 
Versuch gemacht: 

Versuch 135. 


Griine, die letzten 15 Stunden im Licht geziichtete N-hungrige Weizen- 
keimpflanzen wurden mit einer 0,015 mol. CO(N H,),-Losung infiltriert. 
Eine fiir zwei Bestimmungen geniigende Menge Keimpflanzen wurde 
abseits gelegt, den gréBten Teil der infiltrierten Blatter tibergoB ich mit 
fliissiger Luft. Hierdurch wurden die Zellen der Blatter zersprengt und das 
Plasma getétet. Nach dieser Behandlung bewahrte ich die Blatter bei etwa 
20° auf und bestimmte ihren EiweiBgehalt nach verschiedenen Zeiten. 


Der Befund ergab: 





mg Eiweifi-N pro g Trockensubstanz nach 


20 Min. 1 Std. 2 Std. 4 Std. 
Lebende Blatter. . ... 42.9 -— — 45,8 
ye er 42.7 422 41.4 40,3 


' Planta 1, 472, 1926. 
2 H. 139, 173, 1924. 


72 J. Bjérkstén: 


Aus dem Kontrollversuch mit lebenden Blattern geht hervor, 
daB bei diesen die Eiweibsynthese in normaler Weise stattfand. 

Der Versuch mit toten Blaittern beweist, daB die Proteasen durch 
die Behandlung mit fliissiger Luft nicht geschadigt werden. Dab 
keine EiweiBsynthese nach dem Téten der Blatter stattfand, kénnte 
wohl davon abhangen, daB die empfindlichen Enzyme, die die energie- 
erzeugenden Verbrennungsreaktionen vermitteln, hierbei zerstért 
wurden!. Wenn man eine EiweiBsynthese in vitro erzielen will, muB 
man erst ein Mittel finden, die Atmungsenzyme vor Zerstérung beim 
Téten der Zellen zu schiitzen. 


Diskussion tiber friihere Hypothesen in betreff des N-Umsatzes hoéherer 
Pflanzen auf Grund meiner Ergebnisse. 

Die Fahigkeit meiner Versuchspflanzen, in chemischer Beziehung 
grundverschiedene Verbindungen fiir die EiweiBsynthese zu verwerten, 
beweist eine ungemein grobe Anpassungsfaihigkeit fiir verschiedene 
N-Quellen. Ich halte es fiir angebracht, die Synthese aus verschiedenen 
N-Quellen in der Folge getrennt zu behandeln. 

Die geringe Verwertbarkeit der Amine und Nitrate beweist 
meiner Ansicht nach, daB diese Stoffe nicht als direkt verwertbare 
N- Quellen fiir die EiweiBsynthese meiner Versuchspflanzen in Betracht 
kommen. 

Aminosaiuren sind nach simtlichen Hypothesen iiber die EiweiB- 
synthese der héheren Pflanzen sekundire Produkte. Die primiren 
N-Quellen teile ich in folgende drei Kategorien ein: 

1. Amide und Ammoniumialze der organischen Sauren. Diese 
Stoffe behandle ich in der Folge gemeinsam, weil sie chemisch einander 
sehr nahe stehen und deshalb wahrscheinlich von den Pflanzen in ana- 
loger Weise verwertet werden. Sie kommen in den Pflanzenorganismen 
haufig vor. Bei den Hypothesen, in denen Ammoniak eine wesentliche 
Rolle spielt, mu wohl angenommen werden, daB dieses oft durch 
Zerlegung jener Stoffe entsteht. 

2. Oxynitrile beanspruchen eine getrennte Behandlung, erstens, 
weil sie etwa ebensogut wie Amide verwertet werden, obne jedoch jenen 
in chemischer Beziehung ganz nahe verwandt zu sein; zweitens, weil sie 
nach T'reubs Untersuchungen iiber den N-Stoffwechsel HC N-haltiger 
Pflanzen ein ganz besonderes Interesse beanspruchen diirfen. 

3. Nitrite, die sich von den friiher erwahnten Stoffen in chemischer 
Beziehung scharf unterscheiden, die ia der Natur eine sehr allgemeine 


' Betreffs Kalteinaktivierung der Atmungsenzyme vgl. Thunberg, Skand. 
Archiv f. Physiol. 40, 71, 1920. 
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N- Quelle sind und iiber deren Verwertbarkeit fiir die EiweiBsynthese der 
hoheren Pflanzen Baudisch und Baly und deren Mitarbeiter interessante 
Untersuchungen veréffentlicht haben. 


EiweiBsynthese aus Amiden und Ammoniumverbindungen. 

Zuerst sei hier betont, daB ich bereits nachgewiesen habe (S. 65), 
daB Licht auf den Verlauf der EiweiBsynthese aus diesen Stoffen nicht 
einwirkt. Hiermit diirften die Hypothesen, fiir welche die Lichtwirkung 
etwas grundweseptliches bedeutet, ausscheiden. In erster Linie trifft 
dieses W. Lébs Hypothese, aber auch Hupperts Darlegungen werden 
davon beriihrt. 

In Anbetracht dessen, daB Acet- und Formaldehyd sich nicht als 
C- Quellen fiir die EiweiBsynthese verwerten lassen, erscheinen G. Tiers 
und O. Loews Hypothesen sehr zweifelhaft. Wenn Tiers Hypothese 
richtig ware, so hatten auch die Versuche mit Glykolsaure als C- Quelle 
ein positives Resultat ergeben miissen. 

Die Tatsache, da Brenztraubensiure die einzige der untersuchten 
Ketosauren, ist, die fiir die EiweiBsynthese verwertet wird, stimmt mit 
Erlenmeyer-Kunlins Hypothese nicht gut iiberein. Nach dieser H ypothese 
entstehen ja samtliche fiir die EiweiBbildung nétigen Aminosiuren aus 
den entsprechenden Ketosiuren. 

Obgleich Glykokoll als auch x-Aminobuttersaiure als N -Quellen 
gut verwertbar sind (Versuch 82 und 85, 8S. 50 u. 51), fand jedoch keine 
Eiweibbildung bei den Versuchen mit Glyoxylsdure oder Propionyl- 
ameisensadure statt. Ich schlieBe hieraus, daB jene Aminosduren nicht 
aus den entsprechenden Ketosaéuren entstehen, wie nach Erlenmeyer- 
Kunlins Hypothese zu erwarten wire. Es besteht jedoch die Méglichkeit, 
daB Brenztraubensaure mit Ammoniak eine Aminosaure bildet, die 
durch Kondensationsreaktionen simtliche iibrigen Eiweibbausteine 
ergibt. —- Es ist Triers Verdienst, hervorgehoben zu haben, welche 
Bedeutung die Bildung einer Aminosaéure hat, deren endstandiges 
C-Atom eine leicht ersetzbare Gruppe bindet. Aus diesem Grunde 
schreibt 7'rier dem Serin eine groBbe Bedeutung bei der Bildung vieler 
sogenannter Alaninderivate zu. 

Ich kann, aus demselben Grunde wie Trier, nicht glauben, dab 
Alanin diejenige Aminoséure sei, die aus Brenztraubenséiure primar 
gebildet wird, obwohl es Skita und Wul/f! sowie Aubel und Bourguel* 
gelungen ist, diese Reaktion mit Pt bzw. Pd als Katalysator in guter 
Ausbeute zu realisieren. Ich bin eher geneigt, die a-Aminoacrylsiure 
als den einfachsten N-haltigen EiweiBbaustein zu betrachten. Diese 
Saure ergibt ja auch durch einfache Wasseranlagerung Serin. 


’ Ann. 453, 198, 1927. 
2? Compt. rend. 186, 1844, 1928. 
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Man kénnte sich die Bildung der a-Aminoacrylsaure nach folgender 
schematischen Reaktionsgleichung denken: 


Enolform der 


Brenztraubensaure «-Aminoacrylsiure 
CH, CH, 
C.0OH+NH,H —» C.NH, + H,O 
COOH COOH 


Die hierdurch entstandene Aminosaéure ware in Anbetracht ihres 
ungesattigten Zustandes sehr reaktionsfahig. Die «-Aminoacrylsiure 
dirfte nicht hergestellt sein. Die entsprechenden Br- und Cl-Verbin- 
dungen sind bekannt! und recht unbestandig. 

Die hervorragenden und interessanten Untersuchungen von Pria- 
nischnikow, Mothes u.a. haben die Bedeutung des Ammoniaks beim 
N-Umsatz héherer Pflanzen derart betont, daB man die Méglichkeit eines 
direkten Teilnehmens der Amide bei der EiweiBsynthese ginzlich 
iibersehen hat. Eine solche Méglichkeit besteht doch. Die Bildung der 
a-Aminoacrylsiure kénnte z. B. in folgender Weise stattfinden: 


“<7 + 


eo 
Ca 3 Se - HOOC 


Die Bedeutung des Harnstoffes wird in der neuesten Literatur 
wiederholt hervorgehoben?. Es ist meiner Ansicht nach nicht aus- 
geschlossen, daB Urease in den Zellen der Pflanzen auch eine synthe- 
tische Funktion hat, wie ja Kiesel®* und Fosse* annehmen. Die Um- 
kehrbarkeit der enzymatischen Harnstoffspaltung ist ja jetzt mit 
Sicherheit erkannt °. 

Auch die biologische Bedeutung der Brenztraubensaiure wird von 
zahlreichen Autoren betont®. Die biologische Bildung dieser Saure 
durch niedere Organismen wurde durch Neuberg und Kobel’ sowie 


1 Beilsteins Handb. org. Chem. Berlin 1920. Bd. II, S. 402, 401. 

2 Fosse, Compt. rend. 155, 851, 1912; 156, 263, 567, 1913; Ivanoff, 
diese Zeitschr. 135, 9, 1922; 136, 1, 9, 1922; 148, 62, 1922; 150, 115, 1924; 
154, 376, 391, 1924; 157, 229, 1924; 162, 425, 1925; 175, 181, 1926; Bokorny, 
ebendaselbst 132, 197, 1922; Klein u. Taubéck, Osterr. bot. Zeitschr. 76, 
195, 1927; Taubéck, ebendaselbst 77, 43, 1927. 

3 H. 75, 169, 1911; 118, 267, 1922. 

4 Ann. Inst. Pasteur 34, 762, 1920. 

5 Barendrecht, Rec. trav. chim. P. B. 89, 76, 603, 1920; 40, 66, 1921; 
Mack u. Villars, Journ. Amer. Chem. Soc. 45, 501, 1923. 

® Kleinu. Fuchs, diese Zeitschr. 213, 40, 1929. Vgl. dort weitere Literatur. 

7 OC. Neuberg u. M. Kobel, Ebendaselbst 216, 493, 1929; Naturw. 18, 
427, 1930. 
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durch Kostytschew und Mitarbeiter! nachgewiesen. Irene St. Neuberg? 
hat fiir die Existenz der Enolform der Brenztraubensaiure chemische 
Beweise beigebracht. Bergmann und Grafe*® haben jiingst gezeigt, daB 
Derivate der x-Aminoacrylsiure durch Einwirkung von Brenztrauben- 
siure auf Acetamid gebildet werden kénnen. : 

Ich kénnte leicht die theoretischen Spekulationen in oben ange- 
deuteter Richtung fortsetzen; auch ware es nicht schwierig, Formeln fiir 
die Bildung der verschiedensten EiweiBbausteine aus «-Aminoacryl- 
siure zu schreiben, in gleicher Weise wie Franzen* Treubs Hypothese 
ausgebaut hat. Ich verzichte hierauf, weil ein weiteres Theoretisieren, 
das sich nicht auf Experimente griindet, nur ein Spiel mit Formeln wire. 

Nach obigen Darlegungen ist auch einzusehen, weshalb andere 
Ketosauren als die Brenztraubensaure nicht als C-Quellen der Eiweib- 
synthese verwertbar sind. Die Glyoxylsiure bildet keine Enolform, 
deren Oxygruppe nach obigen Gleichungen reagieren kénnte, und bei 
den héheren Homologen der Brenztraubenséure wiirde bei der oben 
beschriebenen Reaktion keine endstaindige Doppelbindung entstehen, 
was aber fiir weitere Kondensationsvorginge notwendig sein kénnte. 


Eiweifsynthese aus Oxynitrilen. 

Oxynitrile sind nach Treubs Hypothese Zwischenprodukte bei der 
EiweiBbildung. DaB Oxynitrile von meinen Versuchspflanzen sich 
leicht verwerten lieBen, zeigt, da HCN auch von Pflanzen, in denen es 
bisher nicht nachgewiesen wurde, verwertet werden kann, wenn es nur 
sofort nach der Bildung durch Aldehyd gebunden wird. Es wire also von 
diesem Gesichtspunkte aus méglich, daB der Unterschied im N-Stoff- 
wechsel der HC N-haltigen und der iibrigen Pflanzen nur von einem 
relativen Unterschied in der Bildungsgeschwindigkeit von HCN und 
Aldehyd bedingt wire. 

Eine weitere Verarbeitung der Oxynitrile nach Streckers Reaktion, 
wie sie T'reub annimmt, halte ich jedoch, wenigstens bei meinen Ver- 
suchspflanzen, fiir kaum zutreffend. Ich habe nachgewiesen (Versuch 108 
bis 112, 8. 58 bis 60, daB die Synthese ebenso glatt vor sich geht, wenn 
nur Oxynitril den Pflanzen zugefiihrt wird, wie es mit Oxynitril + Ammo- 
niakquelle der Fall ist. Hierdurch ist eine Ammoniakaddition an 
Oxynitril, wodurch nach Treub ein Aminosaurenitril gebildet wiirde : 

OH _N Hy 
CH, +NH,—> CH, +H,0 
SCN CN 


1 H. 176, 287, 1928; 188, 127, 1930; P. Eliasberg, ebendaselbst 189, 
254, 1930. 

2 Diese Zeitschr. 219, 165, 1930. 

3 H. 187, 187, 1930. 

* Sitzungsber. Heidelberger Akad. 1910. 
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unwahrscheinlich geworden. DaB die Nitrilgruppen erst verseift wiirden 
und das hierbei entstandene Ammoniak mit den Oxysaiuren Amino- 
siuren ergibe, etwa nach der Gleichung: 

OH OH NH, 

CH, +2H,0—» Ch, + NH, —> CH, +H,0 

CN COOH ScOOH 
ist nicht anzunehmen, weil ich bewiesen habe (S. 32), daB Oxysauren 
nicht als C-Quellen fiir die EiweiBsynthese direkt verwertbar sind. 

Die Méglichkeit besteht jedoch, da®B zuerst ein kleiner Teil des 
Oxynitrils verseift wiirde; die hierbei entstandene Saure geht fiir die 
Eiweibsynthese verloren, aber das Ammoniak reagiert nach Strecker 
mit Oxynitril, wodurch mehr Ammoniak frei wird usw. 

Meiner Ansicht nach wiirde dieser Vorgang jedoch nicht ebenso 
glatt verlaufen wie die Synthese aus Oxynitril + N H,- Quelle; und wenn 
man annimmt, das NH, zuerst frei wird, ist es doch eher anzunehmen, 
dali dieses als solches oder als Amid in derselben Weise wie bei der 
Verfiitterung von Amiden oder Ammoniumsalzen verwertet wird. 

Ich fiir meinen Teil halte es fiir durchaus wahrscheinlich, dab 
Oxynitrile, wenigstens bei meinen Versuchspflanzen, in Amide oder 
Ammoniumsalze der entsprechenden einfachen aliphatischen Carbon- 
siuren tibergehen. Die Oxygruppe diirfte nur die Rolle spielen, als 
Haptophor die Enzymwirkung an den sonst nicht angreifbaren Nitrilen 
zu ermoglichen. 

Es fragt sich nun, ob dasselbe auch bei den von 7'reuwb untersuchten 
HCN-haltigen Pflanzen zutrifft. Da ich keine Gelegenheit habe, mit 
jenen Pflanzen zu arbeitén, will ich mich hieriiber nicht auBern. 


EiweiBsynthese aus Nitriten und Nitraten. 

Die EiweiBsynthese aus Nitriten und Nitraten erfolgt vielleicht etwas 
leichter im Licht als im Dunkeln; es sei jedoch betont, daB jene Synthese 
auch im Dunkeln mit Leichtigkeit erfolgt und daB sie auch im Licht 
nicht schneller stattfindet als die Synthese aus Carbamid oder Ammo- 
niumcarbonat im Dunkeln (vgl. Versuch 131 S. 68). 

In Anbetracht dessen, daB Acet- und Formaldehyd auch bei 
Versuchen mit K NO, im Licht fiir die EiweiBsynthese nicht verwertbar 
sind (Versuch 52 8.39), kommen Baudischs und Balys Hypothese tiber 
die EiweiBbildung aus Nitriten kaum in Betracht, besonders da auch die 
EiweiBsynthese aus Nitriten und Nitraten bei gewohnlichem Tageslicht 
nicht, bei starkem direktem Sonnenlicht vielleicht unbedeutend schneller 
als im Dunkeln erfolgt. 

DaB die Amide oder Ammoniumsalze in Nitrosyl verwandelt und 
dann in der von Baudisch angenommenen Weise verarbeitet wiirden, 
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scheint mir ausgeschlossen, besonders da die Synthese aus jenen Stoffen 
ebensogut im Dunkeln wie bei Licht vor sich geht. Wie O. Loew bereits 
hervorgehoben hat, ist nicht anzunehmen, daB die EiweiBsynthese auf 
verschiedenen Wege gleich gut erfolgen kénnte. Es ist nachgewiesen 
worden, daB Nitrit von héheren Pflanzen leicht zu Ammoniak reduziert 
wird!. In Anbetracht dessen, daB die Eiwei8synthese aus Amiden und 
Ammoniumearbonat mit Leichtigkeit im Dunkeln erfolgt, méchte ich 
glauben, da} die Nitrite fiir die EiweiBsynthese bis zu Ammoniak oder 
Amiden reduziert und als solche verwertet werden. Dies ist um so wahr- 
scheinlicher, weil diese Reduktion auch in vitro durch pflanzliche 
Praparate leicht zu erzielen ist?. 

Da die Pflanzen in Hunderttausenden von Generationen zum 
groBen Teil auf Nitrate und Nitrite als N-Quellen angewiesen waren, 
hat sich ihr enzymatischer Mechanismus fiir die Verwertung dieser 
Stoffe derart angepaBt, daB ihre Reduktion spielend leicht erfolgt. 
Die Tatsache, daB im allgemeinen niedere, phylogenetisch jiingere 
Pflanzen Ammoniumsalze leichter als Nitrate ausniitzen, bestarkt meine 
Auffassung, daB jene N-Quelle die primare ist. Vom entwicklungs- 
mechanischen Gesichtspunkt aus ist es nicht méglich, daB eine Pflanze 
Nitrat auf die Art assimiliert, wie es Baudisch und Baly sich vorstellen, 
wenn nicht auch bei der Pflanze, aus der sie sich entwickelt hat, jene 
Assimilation ebenfalls vor sich geht, wenn auch langsamer und eventuell 
als Nebenreaktion. 

Es ist eine Tatsache, daB bei vielen Pflanzen, die auch ohne Licht 
gedeihen und bei denen also die N-Assimilation nach Baudisch nicht 
denkbar ist, Nitrate neben Ammoniumsalzen ausgenutzt werden kénnen. 
DaB hierbei der Nitratstickstoff zu Ammoniumstickstoff reduziert wird, 
geht aus Untersuchungen von Kostytschew? u.a. hervor. Wenn diese 
Pflanzen vor die Aufgabe gestellt werden, ihr Assimilationsvermégen fiir 
Nitrit zu erhéhen, so ist es durchaus wahrscheinlicher, daB sie ihr 
Vermégen, Nitrat zu Ammonium zu reduzieren, erhéhen, welche Reak- 
tion ja nachweisbar bei héheren Pflanzen sehr glatt verliuft, als dab 
sie eine ganz neue Reaktion fiir ihre Stickstoffassimilation wahlen. 

DaB die Anpassungsfihigkeit fiir verschiedene N-Quellen bei 
héheren Pflanzen bedeutend ist, wird durch eine Untersuchung von 
Virtanen® wahrscheinlich gemacht. Virtanen hat gezeigt, daB Rotklee in 
steriler Kultur Aminosauren besser als Amide oder Nitrate als N- Quellen 
verwertet, wihrend der von der Symbiose mit Knéllchenbakterien 


1 Eckerson, Bot. Gaz. 77, 377, 1924; Smirnow u. Erygin, Zeitschr. f. 
landw. Wiss., Moskau 3, 724, 1926. ° 

® Kostytschew u. Tswetkova, H. 111, 171, 1920. 

3 Report of the 18. Scandinavian Naturalist Congress in Copenhagen 
1929 
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weniger abhangige WeiBbklee mit Nitraten besser als mit Aminosaduren 
gedieh. Virtanen nimmt an, daB der Rotklee sich der direkten Verwertung 
der aus den Wurzelknélichen stammenden Aminoséuren angepaBt hat!. 
Diese Annahme scheint mir in Hinblick meiner Erfahrungen auf diesem 
Gebiete durchaus wahrscheinlich. Eine analoge Erscheinung ware wohl 
auch bei manchen Parasiten zu erwarten. 


Nur unter folgenden Umstanden ist es iiberhaupt méglich, daB 
eine N-Assimilation nach Baudisch und Baly bei den Pflanzen ent- 
stehen kénnte: 


I. Eine N-Assimilation muB in dieser Weise auch bei denjenigen 
Pflanzen stattfinden — wenn auch nur als Nebenreaktion — aus denen 
die fraglichen Pflanzen sich entwickelt haben. In Anbetracht dessen, 
daB alle Pflanzen aus chlorophyllfreien Formen herstammen, halte 
ich dieses fiir unwahrscheinlich. 


Il. Eine N-Assimilation in der von Baudisch und Baly _be- 
schriebenen Weise muB bei irgendeiner Pflanze unter gewissen Um- 
stainden so stark sein, daB sie eine bedeutende Rolle im Verhaltnis 
zur N-Assimilation tuber Ammoniak spielt. Da die Reduktion von 
Nitriten zu Ammoniak auch bei niederen Pflanzen sehr glatt verlaiuft?, 
diirfte die N-Assimilation in der von Baudisch und Baly angenommenen 
Weise, wenn sie auch als Nebenreaktion vorkime, nie die relative Be- 
deutung im Kampf ums Dasein erlangen, die eine Bedingung fiir 
weitere Entwicklung ist. 

In Anbetracht der obigen Indizien gegen Baudischs und Balys 
Hypothesen halte ich es fiir fast sicher, daB die Nitrite von den héheren 
Pflanzen zuerst zu Ammonium reduziert und dann in derselben Weise 
wie Ammoniumverbindungen auf EiweiB verarbeitet werden. 


Hupperts Hypothese iiber die EiweiBsynthese 14Bt sich sowohl 
auf die Synthese aus Nitriten, wie auf diejenige aus Ammoniumsalzen 
und Amiden beziehen. Nach Huppert ist CO, die einfachste C- Quelle 
der EiweiBsynthese und es wire also zu erwarten, daB eine gesteigerte 
CO,-Entwicklung die EiweiBsynthese erleichtern wiirde, daB sogar bei 
etiolierten Pflanzen bei durch H,O, gesteigerter CO,-Entwicklung 
Kohlenhydratzufuhr fiir die EiweiBsynthese nicht nétig wire. Dieses 
ist jedoch nicht der Fall (Versuch 5 bis 7). Auch kann kaum davon 
die Rede sein, daB die Synthese durch Beschaidigung des Plasmas bei 
dem Versuch verhindert wurde; bei den Versuchen 5 bis 7 konnte ja 
keine Verz6gerung der EiweiBsynthese durch den EinfluB einer ge- 
steigerten Verbrennung nachgewiesen werden. 


! Persénliche Mitteilung des Herzn Direktor Doz. Dr. A. J. Virtanen. 
* Kostytschew u. Tswetkova, 1. c. 
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Die vorliegende Arbeit begann ich im Zusammenhang mit einer reizungs- 
physiologischen Untersuchung, die ich auf v. Eulers Anregung im Januar 1928 
im biochemischen Institut der Universitat Stockholm angefangen habe und 
die noch nicht beendet ist. Im Mai 1928 setzte ich die Arbeit im Chemischen 
Laboratorium der Universitat Helsingfors fort. Wahrend der Zeit, als ich 
mit dieser Arbeit beschaéftigt war, stand ich in Verbindung mit meinem 
hochverehrten Lehrer Professor Dr. Hans v. Euler-Chelpin. Fiir seine liebens- 
wiirdigen Ratschlige, die mir viel Zeit ersparten, sowie seine mir éuBerst 
wertvolle Kritik bin ich ihm zu gréBter und steter Dankbarkeit verpflichtet. 

Als ich im Chemischen Laboratorium der Universitaét Helsingfors 
arbeitete, hat mir der Direktor dieses Institutes, Professor Dr. Lars W. Oholm, 
mir meine Arbeit durch liebenswiirdigstes Entgegenkommen erleichtert. 
Es ist mir eine angenehme Pflicht, ihm hierfiir ergebenst zu danken. Bei 
dem experimentellen Teil der vorliegenden Arbeit, besonders bei den Ana- 
lysen, hat mir Herr cand. chem. Into Himberg in dankenswerter Weise 
geholfen. 

Zusammenfassung. 

Die Verwertbarkeit verschiedener Verbindungen als C- und N- 
Quellen fiir die EiweiBsynthese bei N-hungrigen Weizenkeimpflanzen 
wurde untersucht. 

Die zu untersuchenden Stoffe wurden in stark verdiinnten Lésungen 
unter der Luftpumpe in die Interzellularen der Blatter der Versuchs- 
pflanzen injiziert. Nach Versuchszeiten von héchstens 6 Stunden 
wurden die Versuche durch Erhitzen unterbrochen. Das Eiweif wurde 
mit Cu (OH), ausgefallt; der Stickstoff der Fallungen nach Kjeldahl 
bestimmt. 


Bei einigen Versuchen wurde auch Amino-, Amido- und Am- 
moniak-N bestimmt. 


Es wurde gezeigt, daB die CO,-Bildung in den Blattern durch 
Infiltrieren von H,O,-Lésungen sehr stark gesteigert wird. Auch in 
Blattern, bei denen die Oxydationsgeschwindigkeit stark erhéht wurde, 
verlauft die EiweiBsynthese mit normaler Geschwindigkeit. Hieraus 
wird der SchluB gezogen, daB Sauerstoffmangel in den infiltrierten 
Blattern nicht innerhalb der fraglichen kurzen Versuchsdauer den 
Verlauf der EiweiBsynthese nachweisbar beeinfluBt. 

Bei besonderen Versuchen erwies sich, daB weder die in Frage 
kommenden Unterschiede der Lésungen in Aziditaét oder osmotischem 
Druck, noch die Anwesenheit von K’, Na’ oder Cl’ in bei meinen Ver- 
suchen vorkommenden Konzentrationen die Eiweibsynthese meiner 
Versuchspflanzen wesentlich verandern. 

Von vielen untersuchten einfachen aliphatischen Carbonsaéuren 
sowie Oxysiuren war keine von Weizenkeimpflanzen als C- Quelle fiir 
die EiweiBsynthese in betrachtlichem MaBe verwertbar. 

Brenztraubensaure lieB sich sehr gut verwerten, ihre Homologen 
dagegen nicht. 
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Es wurde gezeigt, daB die CO,-Bildung nicht durch Infiltrieren 
von Brenztraubensiure gesteigert wird: die Brenztraubensadure wird 
also nicht bei der EiweiBsynthese decarboxyliert. 

Form-, Acet- und Glycerinaldehyd sowie Dioxyaceton werden 
fiir die EiweiBsynthese der Weizenkeimpflanzen nicht nachweisbar 
verwertet. 

Von vielen untersuchten Zuckern sowie einigen mit diesen ver- 
wandten Alkoholen erwies sich Glucose als C- Quelle verwertbar. 

Bei den Versuchen mit verschiedenen N-Quellen wurden die 
Ergebnisse von Lutz u.a. friiheren Autoren im groben und ganzen 
bestatigt: Aliphatische Amide, Aminosiuren und niedere Amine sowie 
substituierte Amide, Nitrite und Ammoniumsalze  aliphatischer 
organischer Saéuren sind gut verwertbar; Nitrate und Ammoniumsalze 
der Mineralsauren bedeutend schlechter, Nitrile sowie die untersuchten 
zyklischen Verbindungen sind iiberhaupt nicht verwertbar. AuBerdem 
ist festgestellt worden, daB die Oxynitrile, Acetaldehyd- und Propyl- 
aldehydeyanhydrin sich sehr gut verwerten lassen. 

Cyanwasserstoff wird nicht verwertet : durch Temperaturmessungen 
in DewargefiBen wurde gezeigt, daB Cyanwasserstoff die warme- 
erzeugenden Reaktionen in den Blaittern stark hemmt. 

Aus den Aminostickstoffbestimmungen geht mit Wahrschein- 
lichkeit hervor, daB die EiweiBsynthese tiber Aminoverbindungen 
erfolgt. 

Belichtung wirkt auf den Verlauf der EiweiBsynthese aus Amiden 
und Ammoniumsalzen nicht ein: die Synthese aus Nitriten und Nitraten 
werden wenigstens vom hellen, diffusen Tageslicht nicht nachweisbar 
beschleunigt. 

Eine EiweiBsynthese konnte nicht mit infiltrierten, durch fliissige 
Luft getéteten Blattern N-hungriger Weizenkeimpflanzen  erzielt 
werden, vielleicht weil die fiir die Energieerzeugung noétigen Oxy- 
dationsenzyme bei dieser Behandlung zerstért wurden. 

Die friiheren Hypothesen iiber die Synthese der Eiweibstoffe 
sowie der bei diesem Vorgang beteiligten N-haltigen Verbindungen bei 
héheren Pflanzen werden erértert. Keine dieser Hypothesen ]aBt sich 
mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zwanglos vereinen. 
Der Gedanke wird ausgesprochen, da a-Aminoacrylsiure der ein- 
fachste N-haltige Baustein der Synthese sein kénnte; diese Verbindung 
kénnte durch Einwirkung von Ammoniak oder Amiden auf Brenz- 
traubensiure entstehen. 
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Uber die spezifisch-dynamische Wirkung des Alanins. 


Von 
E. Aubel. 


(Aus dem Institut de biologie physico-chimique, Paris.) 


(Eingegangen am 19. Juni 1930.) 


Die spezifisch-dynamische Wirkung! (sp. d. W.) besteht bekanntlich 
in folgendem: Gibt z. B. ein niichterner Hund bei 33° 100 Kalorien ab 
und geben wir ihm zur Deckung seiner Bediirfnisse eine Ration Eiweib, 
die 100 Kalorien enthalt, so stellen wir fest, daB diese Menge nicht geniigt, 
und da® wir in diesem Falle zur Erreichung des Gleichgewichts 131 Ka- 
lorien verabreichen miissen. Hatte die Ration in Fett bestanden, so 
haitten 115 Kalorien geniigt, und fiir Kohlenhydrate 106 Kalorien. 
Das heibt also, daB bei EiweiB 31°.,, bei Fett 15°, bei Kohlenhydraten 
6°, Energie fiir den Organismus verwertbar sind, auBerhalb des Gebiets 
der Thermogenese. Genauer gesagt, ein notwendiger Nebenverbrauch 
von EiweiB, Fett oder Kohlenhydraten, deren Menge, in Gramm 
ausgedriickt, 31, 15 oder 6 Kalorien entspricht. Wir bemerken zundachst, 
daB das so gestellte Problem ausschlieBlich der Thermochemie an- 
gehért, und daB folglich bloB eine thermochemische Lésung méglich 
ist. Wir kénnen so alle Erklarungen ausschlieBen, bei welchen innere 
Sekretionsdriisen eine Rolle spielen. Wenn man namlich Unterschiede 
in der sp.d.W. diverser Substanzen bei operierten Versuchstieren 
feststellt, so bedeutet das einfach, daB diese Driisen im Stoffwechsel 
eine Rolle spielen, da8 Aufbau und Abbau eine andere Richtung nehmen 
als bei normalen Tieren. Dies erklart keineswegs die tieferen Ursachen 


der sp. d. W. 


' Teh gebe hier keine vollstandige Bibliographie der sp. d.W. an. 
Es sei auf die vorziiglichen Bibliographien verwiesen in: Geelmuyden, Ergebn. 
d. Phys. 24, 1, 1925 und Abelin u. Kobori, diese Zeitschr. 186, 3, 1927. 
Man findet auch in Graham Lusk, Science of Nutrition, S. 298, eine Be- 
sprechung der Ursachen der sp. d. W., auf die ich verweise mit der Bemerkung, 
daB der Autor eine sehr sachgemaiBe Vorarbeit geleistet und der hier aus- 
gefiihrten Theorie den Weg gebahnt hat. 
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Um die alte und unklare Erklirung Voigts steht es ebenso: die 
Theorie des durch die Umwandlungsprodukte der verdauten Nahrungs- 
mittel hervorgerufenen Zellreizes. 

Neuerdings haben T'erroine und Bonnet (1) die sp. d. W. der Pro- 
teine auf die Desaminierung und auf die Umwandlungen des Amin- 
stickstoffs zuriickgefiihrt. Ich habe diese Auffassung im einzelnen 
besprochen. Mége hier nur kurz an folgende Bemerkung erinnert werden, 
die sich auf das hier besonders behandelte Alanin bezieht. Die Des- 
aminierung dieses Kérpers: 

CH,CHNH,COOH + O— CH,COCOOH + NH, + 31000 Cal. 
ist nicht imstande, die unverbrauchten 118000 Kalorien, die das 


Experiment nachweist, zu erkliren, sogar wenn man die Umwandlung 
des NH, hinzufiigt: 

1, CO, + NH,—» !. CO(NH,), + H,O + 5000 Cal. 
AuBerdem sind seit den Versuchen von Weiss und Rapport (2) Fille 
bekannt, wo Desaminierung beobachtet wurde, ohne daB sp. d. W. 
festzustellen war. 

Da auch die Desaminierung den Vorgang nicht zu erkliren vermag, 
bleibt nichts anderes mehr iibrig als die alte Erklirung Rubners: die 
Notwendigkeit einer Umwandlung der Nahrungsmittel in Glucose vor 
ihrer Verwertung, im vorliegenden Falle die Umwandlung des Alanins 
in Glucose. 

Die Wahrheit dieser Auffassung blieb zu beweisen. Dies soll in 
der vorliegenden Arbeit versucht werden. 


Die chemischen Zwischenstufen bei der Umwandlung 
von Alanin in Glucose. 


Gliicklicherweise haben die Untersuchungen der Biochemiker die 
Zwischenstufen nachweisen kénnen, die zwischen Alanin und Glucose 
bestehen. 


Die Méglichkeit eines Uberganges von Alanin in Glucose wurde von 
Ringer und Lusk (3), Dakin (4), Embden und Schmitz (5) gezeigt. Die Um- 
wandlung Alanin —» Mil: hsaiure war schon von Neuberg und Langstein (6), 
die Umwandlung Milchsiure —» Glucose von Ringer und Lusk (3), Mandel 
und Lusk (7), Embden und Salomon (8), Parnas und Baer (9) dargetan: 
andererseits haben die Arbeiten von Neubauer (10), sowie Fromherz (11) 
gelehrt, daB die Desaminierung einer Aminosiiure zur entsprechenden 
Ketonsaure fiihrt. Im vorliegenden Falle ist dies die Brenztraubensiiure. 

Durch die Arbeiten von P. Mayer (13), Lusk und Ringer (3), Ringer (12), 
Dakin und Jeanney (14), Blum und Wohringer (15), Aubel und Wurmser (16) 
und anderen ist die Umwandlung Brenztraubensaure —» Milchsaure sicher- 
gestellt, sowie auch die Reaktion Brenztraubensiure —» Glucose. 


Die Zwischenstufen sind daher folgerndermaBen darzustellen: 


Alanin — Brenztraubensiure —» Milchsiure — Glucose. 











ie 
eC 


ih) 
r- 








Spezifisch-dynamische Wirkung des Alanins. 83 


Die bei diesen Annahmen zu erwartenden Ergebnisse. 


Wenn es sich so verhalt, ist es leicht, die notwendig zu erwartenden 
Versuchsresultate vorauszusehen. Es sind die folgenden: 


1. Die sp.d. W. des Alanins, die man mit Hilfe der thermochemi- 
schen Daten berechnen und auch experimentell bestimmen kann, muj 
gleich sein der Summe der sp. d. W. der Zwischenprodukte. 

2. Man muB fiir die Zwischenprodukte charakteristische Werte 
fiir die sp. d. W. finden, und diese Werte miissen um so kleiner werden, 
je mehr man sich der Glucose nahert. 


3. Wenn es sich wirklich um eine Umwandlung in Glucose handelt, 
muB es méglich sein, mit Hilfe der thermochemischen Daten bei jeder 
Stufe den Wert der sp. d. W. zu berechnen. 


4. AuBerdem miissen die Respirationsquotienten und die ver- 
brauchten Sauerstoffmengen charakteristisch sein und sich ebenfalls 
berechnen lassen. 


Die angewandten Arbeitsmethoden. 

Zunichst miissen wir einiges tiber die Versuchstechnik sagen. 

Das Versuchstier war der Frosch. Das Problem war dadurch 
vereinfacht, daB man sich nicht um die thermische Neutralitat zu 
kiimmern braucht, da es sich um ein Poikilotherm handelt. Nach 
Terroines Methode wurden die Versuche mit Tieren angestellt, die lange 
gefasteé und ihre Reserven an Kohlenhydraten aufgebraucht hatten, 
und deren Stoffaustausch quantitativ bestimmt wurde. Zu diesem 
Zwecke wurden die Tiere entweder in gemessene Kristallisierschalen 
gesetzt, die mit einem Hahn zur Gasentnahme versehen waren, oder 
in einen ebenfalls ausgemessenen Erlenmeyerkolben, der auf der 
Seite mit einem Kaligefa8 versehen war zur Absorption des entwickelten 
CO,, und tiber dem ein Warburg-Manometer angebracht war. Die 
Gasanalysen wurden im ersten Falle nach den tiblichen Verfahren aus- 
gefiihrt, im zweiten Falle mit der manometrischen Technik Warburgs. 

Sobald der Stoffaustausch im Fastenzustand genau bestimmt war 
und sich als konstant erwies, und der Respirationsquotient ebenso, 
wurde dem Tiere ein bekanntes Gewicht Alanin, brenztraubensaures Na 
oder milchsaures Na in Pastillenform eingegeben. Die GréBe des Aus- 
tausches wurde von neuem bestimmt und die Rechnung ergab den 
Energieverbrauch der Tiere. Beispiele werden gleich folgen. 

Es muB8 noch folgendes bemerkt werden: 


1. Auf das Verfahren, die Substanzen zu injizieren, muB verzichtet 

werden, und zwar aus zwei Griinden. Zunichst liuft man Gefahr, dab 
. “ + ° 

ein Teil der Substanz wegen Uberschwemmung des Organismus unver- 
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andert wieder ausgeschieden wird, was zu kleine Werte ergibt. Zweitens 
kann die Injektion selbst eine zeitweilige Steigerung des Austausches 
bewirken, was zu hohe Werte ergibt. 

2. Wenn man Milchséure oder Brenztraubensiure absorbieren 
14Bt, muB man darauf achten, daB die Tiere unveranderte oder unvoll- 
stindig veranderte Saure eliminieren kénnen. 

3. Man muB natiirliches Alanin eingeben. Das inaktive, syntheti- 
sche Alanin wird namlich nur zu 70°, umgewandelt (Czonka (17)- 
Gr. Lusk). 

4. Es gibt Tiere, die zum Versuch untauglich sind, sei es weil eine 
Behandlung an sich schon ihren Austausch merklich erhéht, sei es weil 
sie dies ist selten den Vorgang nicht in seiner ganzen Reinheit 
aufweisen, da ein Teil der aufgenommenen Nahrungsstoffe vor der 


Umwandlung eliminiert wird. 


Der theoretische Verlauf der Reaktionen. 


Ich habe behauptet, daB man die Versuchsergebnisse voraussagen kann. 
Ich muB folglich zuerst den theoretischen Verlauf der Reaktionen ausein- 
andersetzen.! (Siehe Tabelle auf vorstehender Seite). 


Die Versuchsergebnisse. 

Nun sollen die mit den angegebenen Methoden erreichten Versuchs- 
ergebnisse besprochen werden. 

Alanin. An Hand der genauen Einzelheiten eines Versuchs soll 
der Gedankengang erliutert werden. 

Frosch Rana Esculenta Nr. 4. Temperatur des Thermostaten 20,2°. 
Stiindlicher Sauerstoffverbrauch: 0,88, 

R.-Q. 0,72, 

wodurch bewiesen ist, daB das Tier bloB Albumine verbraucht. Um 10 Uhr 
werden 7 mg Alanin vertfiittert. 








Zeit Absorbierter O2 Zeit Absorbierter O2 
ecm ecm 
10—11 1,090 15—16 1,080 
11—12 1,470 16—17 0,880 
12—13 1,260 17—18 0.882 
13—14 1,150 18—19 0,880 
14—15 1,130 


Die gesamte Sauerstoffmenge, die absorbiert wurde, bevor das Tier 
seinen Normalzustand wieder erreicht hat, betragt 7,18 cem in 6 Stunden. 


' Adams ist im Laboratorium Gr. Lusks zu SchluBfolgerungen gelangt, 
welche die unsrigen bestatigen (Gr. Lusk, Journ. of Biol. Chem. 85, 
611, 1930). 


: 
: 
: 
: 
: 








86 E. Aubel: 


Der Warmeaquivalent des Sauerstoffs fiir Alanin betragt 
2CH,CH(N H,)COOH + GO, = CO(NH,), + 5H,0 + 5CO, + 636000 cal, 
woraus folgt, daB 1000 com Sauerstoff ungefihr 

636 000 
134,4 


entsprechen, also 1 cem 4,7 cal. 


= 4700 cal 


In den 6 Stunden, wahrend die sp. d. W. merklich war, hat das Tier 
verbraucht: 
748 + Get 33,7 cal.” 
Es ist zu bemerken, daB 7 mg Alanin 30,6 cal entsprechen, wodurch 
der Verbrauch des gesamten Alanins bestitigt wird. 
Andererseits wire im Fastenzustand der Sauerstoffverbrauch 
0,88 . 6 5,28 ecm 
gewesen, was einer Wirmemenge von 
5,28 . 4,7 24,8 cal - 
entspricht, da der R.-Q. uns gezeigt hat, daB das Tier im Fastenzustand 
bloB noch Albumine und Reservefett verbrauchen konnte. Wir haben 
folglich das Recht, den fiir Albumine und Fett giiltigen Warmekoeffizienten 
4,7 anzuwenden. 
Die Aufnahme von 7mg Alanin hat also eine Zunahme von 
33,7 24,8 8.9 cal 
bewirkt, d.h. pro Molekiil 
8.9 . 89 000 domes ' 
. 113,157 cal = ungefahr 113 000 cal. 
Vier andere Versuche haben ergeben: 
101000 eal 
113060 ,, 
118000 
120000 ., 
Ich habe andererseits mit Hilfe der Zahlen, die Graham Lusk iiber den 
Hund und Weiss und Rapport iiber das gleiche Tier veréffentlicht haben, 
und unter Beriicksichtigung, daB diese Autoren inaktives Alanin verfiittert 
haben, von dem bloB 70°, verbraucht werden (Graham Lusk und 
Czonka (17)), nachpriifen kénnen, daB die sp. d.W. bei Saéugetieren den 
gleichen Wert besitzt. 
Die Ergebnisse von Weiss und Rapport (2) sind z. B.: 
Metabolisme basal des Hundes in 4 Stunden . . . 66 Cal 
Nach Einnahme von 16,85 g Alanin in 4 Stunden . 80,8 ., 
also 14,8 Cal mehr. 
16,85 . 70 


bots SMS 11,.8¢. Uberschu8 an 
100 


Verbrauchtes Alanin ungefahr 


Kalorien pro Molekiil Alanin: 


14,8 . 89.000 


iL8 = 111 620 cal 
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SchlieBlich ist hinzuzufiigen, daB Terroine und Bonnet fiir den Frosch 
118000 cal gefunden haben. 

Was den R.-Q. anbetrifft, so hat das Mittel meiner Versuche 0,87 er- 
geben. Lusk hatte 0,88 gefunden, Rapport und Weiss 0,86. Der theoretisch« 
R.-Q. ist, wie gesagt, 0.88. 

Wiirde das Alanin einfach verbrennen, ware der Quotient erheblich 
kleiner, wie die Verbrennungsgleichung zeigt : 

CH,CH(NH,)COOH + 30,— 3C0, + NH, + 2H,0 
4% CO, NH,— 1}, H,O 4 CO(N He)s, 


woraus folgt 


Os 2.5 
U%s 0.83. 

Os 3 
Andererseits ist der Mehrverbrauch an Sauerstoff fiir ein Mol, d.h. 89¢g 
Alanin leicht zu berechnen. 


Der theoretische Reaktionsverlauf ergibt nimlich fiir 8948 7122 
Alanin einen Mehrverbrauch von 10 0,, d. h. 222000 cem, also fiir 1 mg 
222 000 


a - (0: y 
712. 1000 .311 cem. 


In fiinf Versuchen wurden folgende Ergebnisse berechnet und beobachtet 





Eingegebenes 


Alanin vo. beobathtet 
mg 
7 2,1 1.92 
7 2.1 1,7 
12 3.7 3.5 
10 3,1 2.9 
10 3,1 3,0 


Im groBen und ganzen ist die Ubereinstimmung zufriedenstellend. Die 
beobachteten Werte sind zwar etwas zu niedrig, aber mit Ausnahme des 
einen schlechten Versuchs betragt der Unterschied ungefahr 5°,. Fine 
groBere Genauigkeit kann man kaum erwarten, wenn man die zahlreichen 
Fehlerquellen bedenkt: Absorption durch das Glas oder die zur Feuchtigkeit 
nétige diinne Wassers: hi. ht im Versuchsge i8, die unvcllk mmene Durch- 
lassigkeit der Tiere fiir O, usw. Alle diese Fehler bewirken eine Verminderung 
der beobachteten Sauerstofiwerte, die ich versucht habe, auf das geringste 
MaB herabzumindern, ohne sie jedoch g nz ausschalten zu kinnen. 


Brenztraubensiiure. 
Hier sei ein beliebiger Versuch herausgegriffen: Frosch R. esculenta 
Nr. 6, Temperatur des Thermostaten 20°. Stiindlicher Sauerstoffverbrauch: 
0,98 ccm. 
R.-Q. = 0,70. 


Um 10 Uhr 50 Minuten werden 9,5 mg reine wasserfreie Brenztrauben:aévuro 
eingegeben in Form von Natriumsalz. 
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Zeit Absorbiert O, 
ecm 


10b 50’ 


12 10 a 
13 10 a 
14 10 ‘7 
15 10 115 
16 10 er 
17 10 ~~ 
= =: 0.96 


Die Gesamtmenge des absorbierten O,, bevor das Tier seinen Normalzustand 
wieder erreicht hat, betragt 
8.57 ccm in 71, Stunden. 
Der Warmeaquivalent des O, fiir Brenztraubensaure betriigt 
CH,COCOOH + 50—> 3CO, + 2 H,O + 279000 Cal, 
woraus folgt, daB 1000 cem entsprechen: 


279 000 
=, == 4,980cal und 1ccm 4.98 cal. 
5b 
Wahrend der 7!, Stunden, in denen sich die sp. d.W. bemerkbar 
machte, hat das Tier verbraucht: 
279 .9,5 


99 45 cs 
38 29,45 cal. 


8,57 . 4,98 42,7 cal; 9,5 mg entsprechen 
In den 74 Stunden wurden also auBer der Brenztraubensiure Reserve- 
substanzen verbraucht, diejenigen, die das Tier im Fastenzustand ver- 
brannte. 
Es 1a8t sich unterscheiden, welcher Teil des absorbierten O, zur Ver- 
wertung der Brenztraubensiure, und welcher zur Verwertung der Reserven 
gedient hat. Die 29,45 Cal Brenztraubensiure entsprechen naémlich: 


29,45 
= 59ccm 0?. 
; 4,98 . 
Es bleiben 8,57 — 5g = 2,67 ccm O,, die den Reserven entsprechen. 


Die thermochemische Bilanz wird dann: 
5,9 . 4,98 29,45 Cal 
2,67. 4,7 12.54... 
41,99 Cal 
Wenn das Tier weiter gefastet hatte, ware der Sauerstoffverbrauch: 
0,96 . 7%, 7,30 com 
gewesen; dies entspricht: 
7,30 .4,7 33,8 Cal. 
Die Aufnahme von 9,5 mg Brenztraubensaure hat also eine Steigerung von 
42,0 — 33,8 8,2 Cal 
bewirkt. Dies gibt pro Molekil: 


rere 
al = 75 959 cal. 
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Die vorgeschlagene Theorie verlangt : 
561000 + 56000 
8 


Andere Versuche haben ergeben: 70000 und 78000 Cal. Was den R.-Q. 
anbetrifft, so ergibt die Theorie fiir 8 Molekiile Brenztraubensaure 30 Mole- 


77 125 eal. 


kiile absorbierten O, und 34 ausgeschiedene CQO,, also 


34 : 
5 he 


Dies betrifft die Brenztraubensaéure. Nun hat aber das Tier brenztrauben- 
saures Natrium verzehrt, und ein Teil des gebildeten CO, wird zur Neutrali- 
sierung des Na verwendet, das zu CO,NaH wird. Auf diese Weise werden 
8 CO, durch 8 Na gebunden, und fiir 30 absorbierte O, bleiben nur 34 8 

26 CO,. Deshalb muB der R.-Q. 

26 

30 


betragen. Die beobachteten R.-Q. sind 0,82, 0,90, 0,89. 


= 0,86 


Ebenso leicht ist es, wie im Falle des Alanins, das Volumen O, zu 
berechnen, welches ein Mol, also 88 g Brenztraubensiure im UberschuB8 
verbraucht. 

Der theoretische Verlauf sagt niaimlich aus: 88.8 704g Brenz- 
traubensaiure geben einen Mehrverbrauch von 6 O,, also 

132 000 


29 20). 6 32 000 ee ro 0,187 ce 
) 1 ccm oder pro mg 704 . 1000 187 cem. 


Im Felgenden sind die berechneten und die beobachteten Resultate 


dreier Versuche: 





Aufgenommene . ; ‘ 
Uberschiissiger 0. Uberschiissiger 0» 


Suure 

Saéure berechnet beobachtet 
mg 
9,5 7 1,30 
9,5 yy 1,58 
12,0 2,24 2,11 


Eine wertvolle Nachpriifung ist méglich mit Hilfe der Zahlen von 
Meyerho{, Lohmann und Meter (18) iiber die Synthese der Kohlenhydrate 
in den Muskeln. 

Diese Autoren haben unter anderem den Ubergang Brenztraubensiiure 
— Glucose untersucht. 

Wenn wir die Zahlen der vom 20., 24., 28. November und vom 15. De- 
zember 1924 datierten Versuche addieren, finden wir, da® fiir 14,76 mg 
verschwundene Brenztraubensiure 8,91 mg Zucker synthetisiert wurden 
und daB die aufgenommene O,-Menge um 2,552 ccm zugenommen hat. 


Nach unserer Tabelle iiber den theoretischen Verlauf miissen 8 Molekiile 
Brenztraubensaure 4 Molekiile Glucose oder 88.8 704g Saure 4. 180 
720 ¢ Glucose ergeben. Aber diesen 720 ¢ muB die Glucose abgezogen 
werden, die sich im Muskel befindet und fiir die Kupplungen verbrannt 
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4.180 
wird, naimlich - 180 300 g. Der schlieBliche Gewinn an Glucose 
) 


im Muskel mu also 420 g betragen. 


Unter diesen Bedingungen miissen 14,76 mg 


420 000 . 8-76 

———t 8.8 mg 

704 000 
(slucose ergeben, d. h. von den Versuchsfehlern abgesehen, die von Meyerho/, 
Lohmann und Meier gefundene Zahl. Die Ubereinstimmung in bezug aut 
den SauerstoffiiberschuB ist ebenfalls gut. Die Rechnung ergibt : 14,76 . 0.187 
= 2.76 cem. Die Autoren fanden 2,55 cem. 

P , 10 : ; be 
Der R.-Q. miiBte theoretisch r 1,6 sein, da die synthetisierte 
) 

Glucose bei diesen Versuchen nicht verwendet wird. Er schwankt in den 
Versuchen von Meyerhof, Lohmann und Meier von 1,5 bis 2,0. 


Andererseits habe ich versucht, etwas tiefer in den Reaktions- 
mechanismus einzudringen. Ich habe fiir den theoretischen Verlauf 
angenommen: 


8CH,COCOOH+ 8H, — 8CH,CH(OH)COOH 


4/6 CgHy.O, + 4H,O —» 4C0, + SH. 


Nun war in allen bisher erwahnten Versuchen diese Stufe nicht nach- 
gewiesen worden, da man dariiber hinaus bis zur Glucose gelangte. 


Zwar hat man schon lange gezeigt, daB der UChergang méglich ist, 
ohne jedoch jemals eine Bilanz aufzustellen. Es war bekannt, daB 
die Leber durch Perfusion unter bestimmten Bedingungen, oder das 
mit Brenztraubensaiure tiberschwemmte Tier Milchsaéure bildete auf 
Kosten der Ketonsaiure, daB also Reduktion eingetreten war, aber 
das war alles. Dies hat Khouvine, Chevillard und mich (19) veranlaBt, 
den Vorgang naiher zu untersuchen. Augenblicklich sind diese Studien 
nicht vollkommen beendet, aber es ist jetzt schon mdglich, einige Er- 
gebnisse wiederzugeben. 


Wenn man ein Gemisch zerhackter Leber und brenztraubensaures 
Na in Ringerlésung suspendiert und 4 Stunden lang im Thermostaten 
bei 37° in Anaerobiose stehen la8t, bemerkt man einen Ubergang von 
brenztraubensaurem in milchsaures Salz und eine Vermehrung des 
CO, in bezug auf Testversuche. AuBerdem, wenn man das Gewichts- 
verhaltnis der gebildeten Milchsaiure zum tiberschiissigen CO, bestimmt, 
sieht man, daB dies Verhaltnis nicht beliebig ist, und daB sein Wert 
fiir eine bestimmte Menge Brenztraubensiure eine Funktion der Leber- 
menge ist bis zu einem Grenzwert, von dem ab das Verhaltnis 
Milchsaure/CO, konstant ungefahr 4 bleibt. 











se 
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Laeaweteht Leber Milchsdure ee Leber Milchséure 
sebergewie ebergewic 
Brenztraubensiure CU2 _— " Brenztraubensiure CO, 
- 0 mm 75 
50 28 75 3.8 
I 1 
F 50 > 100 ; 
ov) 2.6 100 39 
I 1 
50 on 
50 2.55 100 1 3.8 
I 1 
7 75 125 
19 3,8 125 38 
l 1 
75 3.3 
1 





Was bedeuten diese Ergebnisse? 
Kommen wir zu unserer Reaktion zuriick: 


8CH,COCOOH + 8H, — 8CH,CH(OH)COOH 


4/6 CgH,,0g + 4H,0 —» 4C0, + 8H, 
Berechnen wir das Verhaltnis Milchsiure/CO,. Es betragt 
890 
4,09 
4.44 ?, 


also eine Zahl, die dem gefundenen Maximum sehr nahe liegt. 


Was die schwacheren Werte anbetrifft, so erklaren sie sich leicht, 
wenn man annimmt, daB ein Teil des durch die Dehydrase der Leber 
aus Glucose frei gewordenen Wasserstoffs unbenutzt bleibt. Da nun 
diese geringen Werte gerade den schwachen Verhaltnissen Leber / Brenz- 
traubensiuvre entsprechen; kann man denken, daB dies mit der Akti- 
vierung der Saure durch die Leber in Beziehung steht. 


Wie dem auch sei, ein geeignetes Verhiltnis Leber /Brenztrauben- 
siure fiihrt zum theoretischen Verhaltnis Milchséure/CO, und dieses 
Verhaltnis kann nicht tiberschritten werden. 


Es ist hinzuzufiigen, daB die Arbeitsbedingungen natiirlich etwas 
barbarisch sind. Das ist jedenfalls der Grund, weshalb nicht die ge- 
samte verschwundene Brenztraubensiure dieser Reaktion unterzogen 
wird. Ungefahr 50°, der verschwundenen Brenztraubensiure wird 
in Milchsaure iibergefiihrt, ein kleiner Teil in Acetaldehyd nach Neubergs 
Decarboxylierungsreaktion. Was aus dem Rest wird, ist unbekannt. 


Milchsiure, 
Frosch R. esculenta Nr. 6. Temperatur 20,49. Stiindlicher Verbrauch 
an O, 0,97 com. R.-Q. 0,74. Um 11 Uhr werden 9mg Milchsiure 


eingegeben. 
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Zeit Absorbierter Oz Zeit Absorbierter Og 
cem cem 
11—12 1,29 15—16 1,10 
12—13 1,30 16—17 1.00 
13—14 1,20 = 1.00 
14—15 1,15 18—19 0,96 


Gesamtmenge O, vor dem Normalzustand: 
8.9 com in 8 Stunden. 
Wirmeaquivalent des O, fiir Milchsiéure: 
CH,CH(OH)COOH + 30, — 38C0O, + 3H,O ~ 329 Cal, 


a8 329000 . 
also fir 1000 cem O, —, 4.890 Cal und fiir 1 cem 4.9Cal. In 
67 200 
8 Stunden hatte das Tier verbraucht 4.9.8 39,2 Cal. 
329.8 : 
Es wurden on 32,9 Cal Milchsaiure eingegeben, das Tier hat 


also auch Reserven verzehrt. 


Nach dem gleichen Gedankengang wie fiir Brenztraubensaure hat man: 


y i . , 32,9 
Verbrauchter Sauerstoff, der der Milchsaure entspricht : 49 6,7 ¢em. 
Es bleibt fiir die Reserven 8,9 6.7 2.2cem. Thermochemische Bilanz: 

6,7 . 4,9 32,9 Cal 
2.3.4.7 10,3 
43,2 Cal 
Im Fastenzustand hitte das Tier verbraucht: 
0.97.8 7,76cem Qsy. 
Diese entsprechen 7,80. 4,7 36,7 Cal. Durch Milchsaure bewirkter 
UberschuB : 
43,2 36.7 6.5 Cal. 
_ 6.5. 90000 Lyris Tg 
Pro Molekiil 65000 Cal. Die Theorie verlangt 70000 Cal. 


9 

Andere Versuche ergaben 72000 und 70000 Cal. 

Hier sind andererseits einige Zahlen, die einer Arbeit von Graham 
Lusk (20) entnommen sind: 

Eingegebene Milchséuremenge: 4,8 g entsprechen 17,52 Cal.  Meta- 
bolisme basal des Tieres: 18,25 Cal pro Stunde. 

Die Versuche dauerten 2 Stunden. In zwei Stunden verbraucht das 
Tier 18,25. 2 36,5 Cal. Wenn man Milchsaiure eingibt, verbraucht es: 

Im ersten Versuch: 

39,8 Cal, also 39,8 — 36.5 3.3 Cal mehr. 
Im zweiten Versuch: 
41,1 Cal, also 41,1 — 36,5 4,6 Cal mehr. 


79 


. dae - 5 
Mittelwert —- = 3,95 Cal. 
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Der R.-Q. muB im Falle der Saure 1 sein, und 0.73 im Falle des milch 
sauren Na, wenn man die Neutralisation des Na in Betracht zieht. In 
letzterem Falle wurde getunden: 0,75, 0,72, 0.70, 0.73, 0.80. 

Wiirde die Saure normal verbrennen, so hatte man 

CH,CH(OH)COONa + 30,—> CO,NaH | 2H,O0 — 2C0,, 
also einen R.-Q. 0,66. 
Zusammenfassung, 

Dies ist das Gesamtbild der Tatsachen. Es scheint tatsichlich 
daB, was das Alanin anbetrifft, sich die sp. d. W. erklaren laBt durch 
die Kosten des Aufstiegs der Substanzen mit niederem chemischem 
Potential zur Glucose, deren chemisches Potential héher ist. 

Ist der gleiche Gedankengang auch fiir andere Aminosauren giiltig? 
Wir wissen es nicht. Die Zwischenstufen des intermediaren Stoff- 
wechsels sind naimlich in diesem Falle nicht bekannt. Es miiBte also 
zunichst eine rein biochemische Untersuchung vorgenommen werden. 
Wenn man nach dieser Untersuchung zu einer ahnlichen SchluBfolgerung 
gelangt wie bei Alanin, wird es méglich sein, zu behaupten, daB die 
Proteine ihre sp. d. W. dem Ubergang in Glucose verdanken, da 
Gr. Lusk nachgewiesen hat, daB die Aminosauren ihre sp. d. W. addieren, 
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Uber die Energiespeicherung der Pflanzen mit Beriicksichtigung 
ihres Kohlenstoff- und Stickstoffgehaltes. I. 


Von 
Viktor Hénl. 


(Aus dem Laboratorium fiir Pflanzenernahrung an der landwirtschaftlichen 
Abteilung der Prager Deutschen Technischen Hochschule in Tetschen- 


Liebwerd.) 
(Eingegangen am 15. April 1930.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Vorliegende Arbeit bildet die Fortsetzung der Untersuchungen des 
hiesigen Institutes iiber die Kalorienspeicherung der Pflanzen, die von 
A. Zborovszky' begonnen wurden, und zerfallt in zwei Abschnitte. Im 
ersten wird die Energiespeicherung und das C / N-Verhaltnis von Buch- 
weizen, Mais, Futterriibe, Lupine und Erbse im Verlauf der Entwicklung 
verfolgt und meist auf die Gesamtheit der oberirdischen Substanz be- 
zogen, nur bei Mais und Futterriibe erfolgte eine getrennte Verarbeitung 
der Organe. Im zweiten Abschnitt gelangte die Frage zur Behandlung, 
welchen Einflu8B die Ernahrung mit steigenden Stickstoff- und Phosphor- 
sauregaben auf den Energiegehalt und das C /N-Verhaltnis der Pflanze 
(Hafer) ausiibt. 

Methodisches. 

In der Untersuchungsmethodik folgte ich im wesentlichen meinem 
Vorginger Zborovszky. Lediglich die von mir allgemein durchgefiibrte 
Aschebestimmung kommt als neu hinzu, so daB im Einklang mit dem 
Vorschlag Roths? nunmehr auch auf aschefreie Substanz bezogen werden 
kann. 

Kalorimetrie. Die Verbrennungen wurden wie friiher in der Berthelot- 
Mahler-Kroekerschen Bombe durchgefiihrt, jedoch bei einem Arbeitsdruck 
von 25Atm. Sauerstoff. Die Temperatur des Arbeitsraumes betrug durch- 
schnittlich 18°C. Die Eichung des Kalorimeters erfolgte durch Ver- 


1 A. Zborovszky, diese Zeitschr. 193, 122, 1928. 
2 Roth, Handb. d. biol. Arbeitsmethod. v. Abderhalden, Abt. IT, Teil 2, 


1. Halfte, S. 1645, 1928. 
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brennung von Benzoeséure (Spezialpriparat von Kahlbaum, gepriift von 
Prof. Dr. P. £. Verkade) mit einem Verbrennungswert von 6324,0 cal pro 
1g, weiter von Rohrzucker mit 3952,0 cal und Naphthalin mit 9634,0 cal. 
Der Wasserwert des Instruments betrug 350,4 g, Wassereinwage 2310,0 g. 
Zur Berechnung des Kaloriengehalts diente die Langbeinsche Formel!. Als 
Korrektur fiir den Ziinddraht wurden 10 cal in Rechnung gesetzt, welche 
Zahl sich als Durchschnittswert bei der Verbrennung des im Mittel 0,007 g 
schweren Ejisendrahtes ergab. 

Bei der Verschiedenartigkeit der zur Untersuchung gelangten Pflanzen 
kam es antfinglich 6fter zu Fehlziindungen. Die Ursachen lagen einerseits 
in allzu groBer Sperrigkeit und Trockenheit des Materials, so daB der Ziind- 
draht nur lose eingepreBt wurde. Bei der Ziindung wurde dann der obere 
Teil der Pastille herausgeschleudert und fiel unverbrannt zu Boden. Selbst 
bei feiner Vermahlung dieser Substanzen konnte mitunter eine Fehlziindung 
nicht sicher vermieden werden. Andererseits kamen auch bei fein pulveri- 
sierten Substanzen (Samen), die einen héheren Feuchtigkeitsgehalt auf- 
wiesen, Fehlziindungen dadurch zustande, da der Ziinddraht beim Ein- 
pressen in die Pastille innerhalb derselben a 
zerriB, wodurch eine Ziindung tiberhaupt 
nicht erfolgen konnte. Da mir aber zum 
Teil nur geringe Mengen an Untersuchungs- 
material zur Verfiigung standen, muBte die 
Moglichkeit einer Fehlziindung = ganzlich 
ausgeschaltet werden. Um dies zu erreichen, 
preBte ich den Ziinddraht nicht in die 
Pastille ein, sondern fiihrte ihn auBen um 
die Pastille herum. Da aber nach dem 
Pressen méglichst rasch gewogen und ein 
Beriihren der Substanz mit der Hand ver- 
mieden werden muBte, so veranlaBte mich dieser Umstand zur Herstellung 
der abgebildeten Hilfsvorrichtung (Abb. 1), die die rasche Umwicklung der 
gepreBten Pastille mit Draht ohne Beriihrung mit der Hand gestattet. 

Zwei Greifer, von denen der eine federnd gegen den feststehenden 
anderen driickt, diexen zur Avfnahme der Pastille, die mit der Pinzette 
aus der Presse iibertragen wird. ‘In die Nut eines danebenstehenden Halters 
wird das eine Ende des Ziinddrahtes eingelegt und von hinten nach unten 
vorn iiber die Pastille gewickelt. Zur Sicherheit wurde dabei eine Schlinge 
gebildet, um ein Herausfallen der Pastille beim Ubertragen in das Platin- 
schalchen bzw. in die Bombe zu vermeiden. Mit Hilfe dieses Instruments 
war es moéglich, die Pastille sicher zur Verbrennung vorzubereiten, so daS 
wihrend meiner ganzen Arbeit nicht eine einzige Fehlziindung erfolgte 
und alle verwendeten Pflanzen restlos bis zur Perle verbrannten. 

Die Kohlenstoffbestimmung wurde ebenfalls im AnschluB8 an die kalori- 
metrische Bestimmung wie bei Zborovszky durchgefiihrt. Die Dauer eines 
Versuchs betrug infolge des héheren Arbeitsdruckes von 25 Atm. Sauerstoff 
nahezu 3 Stunden, worauf noch eine halbe Stunde kohlenséurefreie Luft 
durchgeleitet wurde. Kontrollbestimmungen mit Benzoesiure waren nur 
mit einem 0,02°, nicht iibersteigenden Fehler behaftet. 

Stickstof{fbestimmung. Im ersten Teil meiner Arbeit wurden simtliche 
Stickstoffbestimmungen als Makro-Kjeldahl ausgefiihrt, im zweiten Teil 











Abb. 1. 


1 Langbein, Journ. f. prakt. Chem. 39, 518, 1889. 
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wie bei Zbhorovszky als Halbmikro-Kjeldahl. Als Titerfliissigkeiten dienten 
etwa !/,,n Natronlauge bzw. Schwefelsiure. Bei Mais und Futterriibe, 
sowie auch in den mit Nitrat ernahrten Pflanzen (II. Teil dieser Arbeit) 
erfolgten Kontrollbestimmungen nach der Methode Jodibaur'!, um all- 
fallige héhere Nitratanteile mit zu erfassen. Bei Mais und Futterriibe 
ergaben sich keine Unterschiede, nur beim Stickstoffdiingungsversuch 
waren bei den zwei héchsten N-Gaben, die nach Jodlbaur ermittelten 
Werte etwas héher als die Kjeldahl-Werte. Es wurden in diesen Fallen 
die héheren Werte zur Grundlage der Berechnung genommen. 

Aschebestimmung. Um den cal-, C- und N-Gehalt auch fiir die asche- 
freie Substanz berechnen zu kénnen, wurden bei allen zur Untersuchung 
gelangten Pflanzen Aschenbestimmungen durchgefiihrt und der Mineral- 
stoffanteil von der Einwage in Abzug gebracht. Ich begniigte mich, wie 
andere Autoren*®, mit der Bestimmung der Rohasche, denn Kontroll- 
bestimmungen der sand- und carbonatfreien Reinasche bei Buchweizen, 
Mais, Futterriibe und Hafer ergaben, daB die Unterschiede zwischen Roh- 
und Reinaschengehalt durchschnittlich nur 2 mg pro 1 g Trockensubstanz 
betrugen. Das bedeutet also einen Fehler von 0,2°,, in der Trockensubstanz 
bzw. einen solchen von | bis 3°, in der Asche?. 

Die Phosphorsdurebestimmung im  Phosphatdiingungsversuch des 
zweiten Abschnittes dieser Arbeit wurde nach Lorenz*® ausgefiihrt. 

Alle Untersuchungen auf cal-, C-, N-, Aschen- und P,O,;-Gehalt wurden 
in je zwei Parallelen (Fehlergrenze bei der Kaloritiitsbestimmung um 
0,2°,, bei den iibrigen Bestimmungen etwa 0,1°,,) durchgefiihrt. 

Um die den Kohlenstoff und Stickstoff betreffenden Atmungsverluste 
beim langsamen Trockne:. zu vermeiden (siehe die U:.iersuchungen von 
Zbhorovszky), erfolgte die Trocknung sofort nach der Ernte im Trocken- 
schrank, wo sie bei etwa 105° C bis zur vélligen Trockene (etwa 4 Stunden, 
Riibenschnitzel etwas linger) verblieben. Hierauf wurden sie unter genauer 
Bezeichnung in durchlochten Papierdiiten bis zur Analyse aufbewahrt. 
Der feingemahlenen, lufttrockenen, in gut schlieBenden Pulvergliasern 
aufbewahrten Pflanzensubstanz wurden die Proben fiir die Bestimmung 
des Wassergehalts, des Aschengehalts, der Kaloritat, des. Kohlenstoffs, des 
Stickstoffs und bei Hafer (Abschnitt IT) auch der Phosphorsiiure ent- 
nommen. 

Die Ergebnisse sind in Tabellen am SchluB der Arbeit zusammen- 
gestellt. Ferner wurden die Anderungen der cal-, C-, N- und Aschen- 
gehalte in der Gewichtseinbeit Trockensubstanz (oder die Prozentgehalte) 
im Verlauf des Wachstums und unter dem EinfluB steigender Nahrstoff- 
gaben durch Kurven dargestellt, die ausgezogenen Kurven beziehen 
sich auf die aschehaltige, die gestrichelten auf die aschefreie Trocken- 
substanz. Beim Vergleich des Verlaufs der verschiedenen Kurven eines 


1 Bei Wiessmann, Agrikulturchem., prakt. u. quantitative Analyse 
1926, S. 107. 

2 Z. B. Ness, Bot. Arch. 27, 60, 1929; R. Seiden, Vergleichende Unter- 
suchungen iiber den EinfluB verschiedener auBerer Faktoren, insbesondere 
auf den Aschengehalt in den Pflanzen. Berlin, P. Parey, 1925. 

3 Bei Neubauer, Handb. d. biol. Arbeitsmethod. v. Abderhalden, 
Abt. XI, Teil ITI, Heft 3, 8. 505, 1925. 
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Versuchs darf nicht vergessen werden, dal} die auf der Ordinate auf- 
getragenen Einheiten verschiedene Wertigkeit haben. Die gleiche 
Lange bedeutet 100 cal, 10 mg C und 10 mg N, jedoch 50 mg Asche. 

Wurde in den Untersuchungen unseres Institutes bisher nur die 
aschehaltige Trockensubstanz der Pflanze auf ihren cal-, C- und N- 
Gehalt untersucht, so treten uns hier zum ersten Male diese GréGBen 
auch in der aschefreien Substanz, also gewissermaBen in ihrer reinen, 
durch die anorganischen Bestandteile der Pflanze nicht verbildeten Form 
entgegen. 

Die Grenzen, zwischen welchen sich die cal- und C-Gehalte in 1 g 
aschehaltiger Trockensubstanz bewegen, verschieben sich durch den 
Abzug des Mineralstoffanteiles nach héheren Werten (Abb. 2), die 
namhaft iiber den Kaloritaten der Kohlenhydrate (etwa 4200 cal) ge- 
legen sind. Der hohe Energiegehalt der aschefreien Pflanzensubstanz 
ist durch die Beimengung energiereicherer Stoffe, EiweiBkorper und 
Fettsauren in den Fetten u. a. verstandlich. 
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Besonders bei den Veranderungen des C- und cal-Gehaltes zeigt 
sich der groBe EinfluB des Aschengehaltes auf den Kurvenzug, da ja 
auch der Aschengehalt im Verlaufe der Entwicklung eine veranderliche 
Grobe ist. 
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I. Absehnitt. 


Untersuchungen iiber Kaloritét, Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt von Feld- 
pilanzen in aufeinanderfolgenden Wachstumsabschnitten. 

Als Versuchspflanzen dienten Buchweizen, Feldsberger Zuchtmais, 
Eckendorfer Futterriibe, Erbse ,,Wunder von Amerika*t und gelbe Lupine. 
Die Aussaat erfolgte am 11. Mai 1928 auf die Versuchsbeete, nur die Futter- 
riibe wurde schon am 15. April in Kasten ausgesit und am 31. Mai auf 
das Versuchsfeld verpflanzt. Alle Pflanzen wuchsen unter den gleichen 
Bedingungen. Die Proben wurden in regelmaBigen Abstanden von 14 Tagen 
den Feldbestiinden entnommen. Die erste Ernte erfolgte bei der Riibe 
10 Wochen, bei Mais und Lupine 5 Wochen, bei Buchweizen und Erbse 
3 Wochen nach der Saat. Die Pflanzen wurden in mit der Entwicklung 
abnehmender Zahl von verschiedenen Stellen des Versuchsbeetes genommen. 
Bei Mais, Riibe und Lupine kam im Alter schlieBlich nur je eine Pflanze 
von mittlerer Entwicklung zur Untersuchung. Abgesehen von der Futter- 
riibe, bei der natiirlich auch die Wurzel zur Untersuchung gelangte, wurde 
nur die oberirdische Pflanzensubstanz geerntet, hierauf sofort die Ptlanzen- 
zahl und das Frischgewicht festgestellt. Wenn nétig, wurden die Pflanzen 
vor dem Wagen gewaschen. Die Buchweizen-, Erbsen- und Lupinen- 
pflanzen kamen ohne Zerkleinerung zur Trocknung, die Maispflanzen der 
spaiteren Ernten wurden in kleinere Teile zerschnitten und Stengel, Blatter, 
Rispen und Kolben (mit den Lieschen) getrennt getrocknet. Bei der Riibe 
erfolgte die Teilung in Blatter und Wurzel, wobei die letztere, auf Schnitzel 
zerschnitten, in Porzellanschalen zur Trocknung gelangte. 

Die im folgenden mitgeteilten Ergebnisse lassen zwei schon bei 
Zborovszky angedeutete Gruppen der untersuchten Pflanzen besonders 
im Hinblick auf die Gestaltung des N-Gehaltes und des C N-Verhalt- 
nisses wihrend des Wachstums erkennen. Die Leguminosen zeichnen 
sich durch einen waihrend der ganzen Wachstumszeit nahezu gleich- 
bleibenden N-Gehalt und ein konstantes C/N-Verhaltnis aus, wahrend 
bei allen untersuchten Nicht-Leguminosen der Stickstoffgehalt mit 
fortschreitendem Alter abnimmt und das C/N-Verhaltnis immer gréBer 
wird. Im folgenden sollen daher diese beiden Gruppen getrennt be- 
sprochen werden, wobei in der graphischen Darstellung fiir die Legumi- 
nosen die Erbse, fiir die Nicht-Leguminosen der Buchweizen als Beispiel 
genommen werden soll. 


l. Nicht-Leguminosen. 


Im Samen des Buchweizens ist auf verhailtnismabig engem Raum 
der meiste Kohlenstoff und die gréBte Kaloritat in der Gewichtseinheit 
enthalten. Von da ab senken sich die Kurven (Abb. 2). Wenn nun in 
dem langsamen, aber staindigen Abstieg der Kalorititskurve fir die 
aschefreie Substanz eine Abnahme des Gehaltes an energiereichen 
Stoffen in der Gewichtseinheit sich ausdriickt, so kénnten als solche 
zunachst die EiweiBstoffe ins Auge gefaBt werden, an denen die junge 
Pflanze ja reicher ist als die altere. Die gemaB dieser Annahme zu er- 
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wartende Abnahme des N-Gehaltes ergibt sich aber erst von der zweiten 
Ernte am 15. Juni ab, bis dahin nimmt der Stickstoff um etwa 20 mg zu, 
trotz abnehmender Kaloritat. Da liegt der SchluB nahe, dab in diesem 
Zeitraum vom Samen bis zur zweiten Ernte der Stickstoff noch 
nicht zu einem so hohen Anteil wie spaiter in Form der energiereichen 
Eiweibstoffe vorliegt. Das kénnte aber bestenfalls nur zu einem hori- 
zontalen Verlauf der cal-Kurve in diesem Teile fiihren. Wenn sich die 
Kurve jedoch senkt, miissen N-freve energiereichere Stoffe im Schwinden 
begriffen sein. MutmaBlich sind es die Fette, die im Buchweizensamen 
zu etwa 3,1°,, in der aschefreien Trockensubstanz (berechnet nach 
Kellner) enthalten sind und bei der Keimung in den ersten Wachstums- 
stadien zum gréBten Teil verbrannt werden. 

Bei Mais hingegen findet sich im Abschnitt vom Samen bis zur 
ersten Ernte am 15. Juni ein Anstieg des C- und cal-Gehaltes, dem auch 
ein Anstieg des N-Gehaltes entspricht, so daB der SchluB gerechtfertigt 
erscheint, daB hier die EiweiBstoffe es sind, die den anfanglichen Anstieg, 
wie auch den im weiteren Verlauf erfolgenden langsamen Abfall dieser 
drei Kurven bewirken. 

Bei der Futterriibe kamen die ersten Entwicklungsstadien nicht 
zur Untersuchung, weil die erste Ernte erst 4 Wochen nach der Pflanzung 
vorgenommen wurde. Deshalb kommt in unseren Zahlen nur der Endteil 
der Kurven zum Ausdruck, dem jedoch auch zu entnehmen ist, dab 
von einem gewissen Alter der Pflanzen an (etwa 10 Wochen nach der 
Saat) der C- und cal-Gehalt wie auch der N-Gehalt pro 1 g aschefreier 
Substanz abzunehmen beginnt. 

Allgemein ist zu beobachten, daB die cal-Kurven parallel mit den 
C-Kurven verlaufen, gleichgiiltig, ob es sich um aschefreie oder asche- 
haltige Trockensubstanz handelt. Der Kohlenstoff liefert ja unter den 
die Pflanze zusammensetzenden Elementen die meiste Verbrennungs- 
wirme, da er fast 50°, der Pflanzensubstanz ausmacht, der Stickstoff- 
und noch mehr der Schwefelgehalt aber stark zuriicktritt. 


Uberraschend ist der gleichsinnige Verlauf der Kurve des Aschen- 
gehaltes bei den drei erwihnten Pflanzen mit der des Stickstoffs, wenn 
auch die Aschenkurve bei gleichem MaBstab fiinfmal gréBere Ausschlage 
aufweisen wiirde. Diese Gleichsinnigkeit ist offenbar der Grund dafiir, 
daB die Kurven des Stickstoffgehalts nicht sonderlich voneinander 
verschieden sind, gleichgiltig ob auf die aschefreie oder aschehaltige 
Pflanzensubstanz bezogen wird. So wie der Stickstoff geraten auch die 
Aschenstoffe mit fortschreitendem Alter gewissermaBen in immer grébere 
Verdiinnung durch den zunehmenden Anteil an organischer Substanz. 
Der anfaingliche Anstieg der Aschen- und Stickstoffkurve gehért jenem 
Wachtumsabschnitt an, wo die Bildung der organischen Substanz 
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gegeniiber der Aufnahme der Salze und des Stickstoffs aus dem Boden 
relativ zuricksteht. 

Tragt man! die C- und N-Ertrage (in Prozenten des Héchstertrages) 
als Funktion der gleichfalls prozentisch ausgedriickten Trocken- 
substanzen in ein Koordinatensystem ein (Abb. 3), so bemerkt man das 
anfangliche Voraneilen der N-Kurve gegeniiber der C-Kurve, welche 
linear und diagonal verliuft, entsprechend den etwa 50°.,, die der C- 
Gehalt in der Trockensubstanz ausmacht. Die Wendung der N-Kurve 
erfolgt bei einem Zeitpunkt, wo etwa 30°,, der Trockensubstanz ge- 
bildet sind. 
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Relative Kohlenstoff- und Stickstoffzunahme als Funktion 
der prozentischen Trockensubstanzzunahme beim Buchweizen. 


Kohlenstoff. ——- Stickstoff. 





Der vom relativ aschearmen Samen ansteigende Aschengehalt der 
jungen Pflanzen bewirkt zunachst einen steilen Abfall dieser C- und 
cal-Kurven fiir die aschehaltige Substanz. Vom Maximum des Aschen- 
gehaltes, der bei Buchweizen und Mais in die fiinfte Woche nach der 
Aussaat fallt, entspricht dem allmahlichen Abfall der Aschenkurve 
die Zunahme des C- und cal-Gehaltes der aschehaltigen Substanz (vgl. 
die Abb. 2, Buchweizen, und Tabelle II, Mais). Zhorovszky scheint in- 
folge des verhaltnismaBig spiten Datums der ersten Ernte nur diesen 
aufsteigenden Teil der Kurve erfaBt zu haben. Nur bei den zwei letzten 
Ernten des Buchweizens erfolgt nochmals eine allerdings nur schwache 
Senkung dieser beiden Kurven, weil der Aschengehalt dieser Ernten 
etwas ansteigt. Beim Mais und bei der Riibe laufen die Endteile der C- 
und cal-Kurven fiir die aschehaltige Substanz fast parallel zur Abszissen- 
achse gemaB den hier nur geringen Anderungen des Aschengehaltes 
der reifenden Pflanzen. 


1 Vgl. die Arbeit von A. Rippel u. O. Ludwig, diese Zeitschr. 1 
318, 1926. 
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Das Kohlenstoff/Stickstoff-Verhaltnis C/N ist bei Nicht-Legumi- 
nosen ein pragnanter Ausdruck fiir das Endergebnis des Zusammen- 
wirkens von Luft- und Bodenernahrung der Pflanze. Es ist naturgemaB 
in aschehaltiger oder aschefreier Trockensubstanz, in 1g der Pflanzen- 
substanz oder in der ganzen Pflanze gleich. Weil die Anderungen des 
C-Gehalts in der aschefreien Substanz im Vergleich zu denen des N- 
Gehalts nur gering sind, muB die Kurve des C/N-Verhaltnisses im groBen 
und ganzen zu der des Stickstoffgehalts invers sein, wie aus Abb. 2 
deutlich hervorgeht. Das C/N-Verhaltnis variiert bei Buchweizen 
zwischen 8,6 und 25,4, bei Mais zwischen 10,3 und 31,4, bei der Futter- 
riibe in den untersuchten Entwicklungsstadien zwischen 8,5 und 19,3. 

Beim Mais wurden in den letzten vier Ernten (7. September bis 
19. Oktober) auch die einzelnen Organe getrennt voneinander unter- 
sucht. Der cal-, C- und N-Gehalt pro 1 g aschefreier Trockensubstanz 
der Blatter ist gegeniiber den Gehalten der anderen Organe am héchsten 
und zeigt eine mit fortschreitendem Alter fallende Tendenz: Der C- 
Gehalt der aschefreien Blattsubstanz nimmt von 0,5062 bis 0,4960 g, 
ihr cal-Gehalt von 4903,4 bis 4750.3 und ihr N-Gehalt von 33,5 bis 
25,5 mg ab. Der cal-, C- und N-Gehalt der iibrigen Organe liegt deutlich 
unter dem der Blatter und andert sich mit zunehmendem Alter nicht 
so deutlich. Das C/N-Verhaltnis, das im Durchschnitt der Gesamt- 
pflanze von der ersten bis zur letzten Ernte zunimmt, steigt in den letzten 
vier Ernten in den Blattern von 15,1 bis 19,4, in den Fruchtkolben 
(einschlieBlich Lieschen und Spindel) von 27,7 bis 30,3, in der mann- 
lichen Bliitenrispe von 30,2 bis 33,0 und im Stengel von 43,6 bis 47,9. 
Beim Hafer hatte Zborovszky (l.c., 8.134) gefunden, daB das C/N- 
Verhaltnis wihrend der Reife wieder abnimmt, und fiir den Weizen gibt 
Hicks! an, daB die C/N-Kurve zur Zeit der beginnenden Bliite ibr 
Maximum erreicht. 

Bei der Futterriibe wurden von der 14. Woche an Wurzel und Blatter 
getrennt voneinander untersucht. Fiir die aschefreie Substanz bewegt 
sich der Gehalt der Blatter an Kalorien, Kohlenstoff und Stickstoff 
stets iiber dem der Wurzel. Fiir die aschehaltige Substanz liegen infolge 
des héheren Aschengehaltes der Blatter die cal- und C-Gehalte der 
Wurzel iiber jenen der Blatter; infolge des Uberwiegens der Wurzel- 
masse tiber die Blattmasse ist der Verlauf der Wurzelgehalte an Kalorien, 
Kohlenstoff und Stickstoff fiir jenen der ganzen Pflanze bestimmt. 
Dasselbe gilt fiir das C/N-Verhaltnis, das in der Wurzel von 18,1 bis 
20,7, in den Blattern von 9,2 bis 15,6 und fiir die ganze Pflanze von 11,7 
bis 19,3 schwankt. 


1 Ph. A. Hicks, The carbon nitrogen ratio in the wheat plant. The 
new Phytologist 27, 1, 1928. Hier auch die Literatur iiber die Rolle des 
C/N-Verhaltnisses fiir das Wachstum. 
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2. Leguminosen. 


Im Abschnitt vom Samen bis zur ersten Ernte (bei der Erbse 
am 1. Juni, bei der Lupine am 15. Juni) ist bei der Erbse ein Anstieg 
(Abb. 4), bei der Lupine (Tabelle VI) ein schwacher Abfall der cal- 
und C-Gehalte pro 1g aschefreier Trockensubstanz zu bemerken. 
Bei der Lupine weist dieser Abfall im Verein mit dem starken Sinken 
der N-Kurve in diesem Wachstumsabschnitt deutlich auf den Abbau 
der im Lupinensamen in groBer Menge enthaltenen Eiweibstoffe hin. 
Bei der Erbse entspricht dem steilen Anstieg der cal- und C-Kurven 
pro 1 g aschefreier Trockensubstanz vom Samen bis zur ersten Ernte 
nur ein kaum merklicher Anstieg der N-Kurve. Mutmablich wird die 
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hohe Kaloritaét in den Pflanzen der ersten Ernten durch einen héheren 
Fettgehalt bedingt. Nach Angaben von Kellner! (umgerechnet) betragt 
der Rohfettgehalt des Erbsensamens 1,9°,,, in der Pflanze vor der 
Bliite aber 3,6°,, in der aschefreien Trockensubstanz. Obzwar sich 
die Angaben bei Kellner auf Rohfettgehalt beziehen, dirften doch 
die Neutralfette den Hauptanteil dieser Substanzen ausmachen. 

Von der ersten bis zur letzten Ernte fallen auch hier die cal- und 
C-Gehalte wieder ab, im Vergleich zu den Nicht-Leguminosen allerdings 
sehr allmahlich. Bei der Erbse betragt dieser Abfall 2,8 °., der Gehalts- 
zahlen fiir die erste Ernte, bei der Lupine 3,0 °,, (bei Buchweizen 3,2 °,,, 
bei Mais 8,3°,, und bei der Futterriibe 9,4°,). Auch der N-Gehalt ist 
nur geringen Schwankungen unterworfen. Bei der Erbse ist er bis 
zur letzten Ernte so gut wie konstant, bei der Lupine nimmt er langsam 


1 O. Kellner, Die Ernahrung der landwirtschaftlichen Nutztiere, 8. 584 
und 589. Berlin, P. Parey, 1907. 
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ab. Deshalb dirfte die vorangefiihrte Geringfiigigkeit der prozentischen 
Abnahmen der Kaloritat wahrscheinlich mit der Konstanz des Eiweil- 
gehalts in Zusammenhang stehen. 

Der verhaltnismabBig niedrige und nur geringen Schwankungen 
unterworfene Aschengehalt hat auch zur Folge, dab die Tendenz des 
Kurvenverlaufs fiir die cal- und C-Gehalte in der aschehaltigen Trocken- 
substanz fast die gleiche bleibt wie fiir die cal- und C-Kurven, die sich 
aus den Gehalten pro | g aschefreier Trockensubstanz ergeben. Nui 
die absolute Héhe verandert sich naturgemaB. Dem Anstieg des Aschen- 
gehalts vom Samen bis zur ersten Ernte entspricht ein Abfall des 
C- und cal-Gehalts der aschehaltigen Trockensubstanz in diesem 
Abschnitt. 

Tragt man die C- und N-Ertrage in Prozenten der Héchsternte in 
ein Koordinatensystem ein (siehe Abb. 5), so nimmt hier nicht nur der 
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Abb. 5. 


Relative Kohlenstoff- und Stickstoffzunahme als Funktion 
der prozentischen Trockensubstanzzunahme bei der Erbee. 


Kohlenstoft —— Stickstoff 





Kohlenstoff, sondern auch der Stickstoff mit den prozentischen Trocken- 
substanzertriagen geradlinig zu, so daB heide Kurven fast zusammen- 
fallen, zum Unterschied von Abb. 3, wo ein deutliches Voraneilen der 
Stickstoffertrige in den jungen Pflanzen zu beobachten ist. 

Das C/N-Verhaltnis bleibt wahrend der ganzen Entwicklungs- 
periode nahezu konstant, obwohl der C-Gehalt im Anfangsteil der 
Kurve ziemlich ansehnliche Schwankungen aufweist. Die Auffindung 
der Konstanz des C/N-Verhaltnisses bei zwei weiteren Leguminosen 


ist eine Bestatigung fiir das schon von Zhorovszky erwaihnte Bestehen 
einer innigen Verkniipfung der Luftstickstoffbindung mit der Kohlen- 
stoffassimilation bei den Leguminosen. Auch bei den hier untersuchten 
Leguminosen ist das C/N-Verhiltnis zufolge ihres hohen N-Gehalts 
ein niedriges und fallt in den Bereich der von Zhorovszky fiir ver- 
schiedene Leguminosen gefundenen Werte von 9 bis 15. 





soletengeioe. 


104 V. Hénl: 


SchluBbetrachtungen. 


Wenden wir uns der bei Zhorovszky aufgeworfenen Frage zu, ob 
die Kaloritaét der Pflanzensubstanz eine fiir die Pflanzenart in gewissen 
Grenzen charakteristische Gr6éBe ist, so erkennen wir auf Grund der 
jetzt vorliegenden Untersuchungen, daf diese Frage nur fiir die asche- 
freie Substanz der Pflanzen einen Sinn haben kann. Denn im all- 
gemeinen wird die Verbrennungswirme pro 1 g Tockensubstanz um so 
kleiner, je gréSer ihr Mineralstoffanteil ist. Dazu kommt, daf sich 
nicht nur die verschiedenen Pflanzenarten in ihrem Aschengehalt von- 
einander unterscheiden, sondern da®B auch bei derselben Art der 
Aschengehalt im Verlauf der Entwicklung sich andert. 


Halten wir uns an die in nachstehender Tabelle zusammen- 
gestellten Grenzen, innerhalb deren die Verbrennungswirmen der 
aschefreien Substanz bei den von uns untersuchten Pflanzen liegen, 
so sehen wir, dab die Kaloritét der Lupine am héchsten ist, es folgt 
ihr die Erbse. Bei den Nicht-Leguminosen finden wir die niedrigste 
Kaloritat als untere Grenze bei der Futterriibe, die héchste Kaloritat 
als obere Grenze beim Mais. Diese Unterschiede beruhen auf dem 
verschiedenen Energiegehalt der die Pflanzensubstanz zusammen- 
setzenden Verbindungen und es wird die Kaloritét nur insoweit ein 
Artspezifikum sein kénnen, als es etwa der Gehalt an energiereichen 
Stoffen, Fetten und EiweiSverbindungen ist, der ja nicht nur von den 
Erbeigenschaften einer Pflanze, sondern auch von auBeren Einfliissen 
abhangt. 


Was den C-Gehalt pro 1 g Trockensubstanz als Arteigenschaft 
anbelangt, so gilt hier das gleiche, was soeben von der Kaloritat in 
dieser Hinsicht gesagt wurde. Beide GréBen schwanken selbst in ver- 
schiedenen Pflanzenarten weit weniger als der N-Gehalt, wie aus der 
folgenden Zusammenstellung hervorgeht. 


Wahrend der Entwicklung auftretende Schwankungen des cal-, C- und 
N-Gehalts pro 1 g der aschefreien Substanz der Gesamtpflanze ausschlieBlich 
; des Samenstadiums. 





Pflanzenart cal-Gehalt O-Gebats Genel 
g mg 
WO oo ee 4491—4909 0,4685—0,5029 14,9 —48,9 
Buchweizen .. . 4468—4615 0,4753—0,4873 18,7—56,7 
Futterriibe ... 4251—4695 0,4449—0,4909 23,0—57,8 
_. > ara 4772—4910 0,4904 —0,5024 44,7—-47,3 
Lupine... . 4800—4970 0,494.1 —0,5053 38,9—53,7 


Wie man sieht, entsprechen einem Milligramm Kohlenstoff etwa 
10 cal. 
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Gruppiert man die einzelnen Pflanzen nach dem C/N-Verhaltnis 
zur Reifezeit (letzte Ernte), so ergibt sich unter Einbeziehung der von 
Zborovszky untersuchten Pflanzen folgende Reihenfolge: 


Me oe ee a Ge ks ke ee eee ee ee 
Ey SS ee ee - ao 
. Kolben (+ Lieschen) . ... +... ae” oe 
Mais / . 
NG tr he era ig! ok eh re Bey, Io os 
Sg co Se er i ae re 
ree Sg ee ae 
Kartoffel Er Bg as Fy 1G a 
ee caret ae me a OF nw 
I es te yw ote mt. metre ae 
ee ee $m 
Gomes Pilemee . ww tt mm ~~ 
po a Re aa me as 
| ORE Se a eee ee 16 
NN. ee eee lll! 


Allgemein kann gesagt werden, daf Cerealien das héchste, Legumi- 
nosen das niedrigste C/N-Verhaltnis aufweisen. Knollen- und Wurzel- 
friichte nehmen eine Mittelstellung ein. Auch nach dem C/N-Verhiltnis 
der Samen ordnen sich die Pflanzen nach solchen mit hohen Werten 
(Mais = 22,5, Buchweizen = 19,8), die den Nicht-Leguminosen eigen 
sind, und nach Leguminosen, deren Samen durchweg ein niedriges 
C/N-Verhaltnis aufweisen (Erbse = 10,3, Lupine = 5,9). 


Aus den oben zusammengestellten C/N-Werten geht hervor, dab 
die Leguminosen etwa 10 C-Atome, die Nicht-Leguminosen bis zu 
50 C-Atome einem N-Atom beigesellen. Unter den letzteren ist es der 
Hafer, der den Stickstoff am sparsamsten zur Trockensubstanzbildung 
heranzieht, waihrend die Leguminosen im Gegensatz zu den Cerealien 
mit dem ihnen reichlich zur Verfiigung stehenden Stickstoff eine gewisse 
Verschwendung treiben. Der Mais schlieBt sich in der Art und Hohe 
seines C/N-Verhaltnisses den Nicht-Leguminosen an. Gerade beim Mais 
wurde in dyn letzten Jahren eine den Leguminosen ahnliche Stickstoff- 
versorgung als moglich angenommen. Truffaut und Bezssonoff! be- 
richteten, daB es ihnen gelungen sei, Mais unter sterilen Bedingungen 
in N-freiem Nahrstoffgemisch lediglich bei Gegenwart N-fixierender 
Bakterien zu kultivieren, und N. N.Jwanoff? erblickt in dieser Un- 
abhaingigkeit des Maises vom gebundenen Stickstoff die Ursache fir 
die von ihm studierte Stabilitat der chemischen Zusammensetzung 
der Maiskérner (Verhaltnis der Kohlenhydrate und Eiweifstoffe), 


1G. Truffaut et N. Bezssonoff, Fixation de l’azote gazeux par des 
plantes supérieures autres que les legumineuses, La science du sol 4, 1, 1925; 
6, 1, 1927. 

2 N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 182, 88, 1927. 
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die unter den verschiedensten Bedingungen des Bodens und Klimas 
wie bei Leguminosensamen zu beobachten ist. Im Gegensatz zu der 
Leguminosenpflanze andert sich nach unseren Ermittlungen das C/N- 
Verhaltnis der Maispflanze in aihnlicher Weise wie bei anderen Nicht- 
Leguminosen, so das unsere Untersuchungen keine Stiitze dafiir bringen, 
daB der Mais in seiner N-Versorgung unter den in der Natur gegebenen 
Bedingungen den Leguminosen ahnelt. 

Das mit etwa 10 fiir Leguminosen aufgefundene C/N-Verhiltnis 
ist endlich insofern von Interesse, als sich dasselbe Verhaltnis nach 
Waksman' auch im Boden bei der Zersetzung der Pflanzenriickstande 
durch Mikroorganismen einstellt. Wird das Verhaltnis gréBer, nehmen 
die Bodenmikroben den Stickstoff mehr fiir sich in Anspruch, wodurch 
den Kulturpflanzen weniger Stickstoff zur Verfiigung steht. Von 
diesem Gesichtspunkt aus wiirde somit die Griindiingung mit Legumi- 
nosen giinstiger als die mit Nicht-Leguminosen fiir die Ernihrung der 
héheren Pflanzen erscheinen, ganz abgesehen davon, dal} durch Ein- 
bringung von Leguminosen in den Boden der Stickstoffgehalt des 
Bodens erhéht wird. 

Nach den schlieBlichen Ertrigen an Kalorien, Kohlenstoff, Stick- 
stoff und Asche pro Pflanze ordnen sich die hier untersuchten Pflanzen 
folgendermaBen an: 





Pflanzenart kg-Cal : N Asche 
g g g 
Futterriibe . . . 1730 181,6 9,38 62,0 
Kartoffel* .. . . 1672 176.2 6.36 
a OE ae 702 74.3 2.32 7,2 
ee ae 296 30,4 2,39 5,2 
Pferdebohne* . . 174 17,6 1,29 
. re 18.8 1,9 0.17 0.5 
Buchweizen .. . 14,6 13 0,05 0,3 
|, SOS ae 13,2 1,3 0,03 —- 
Sommerriibsen* . 2.6 0,2 0,91 -- 


Die hier wie im folgenden mit * gekennzeichneten Pflanzen wurden 
von Zborovszky* untersucht. 

Fir diese Reihung ist in erster Linie naturgemaiB das Trocken- 
substanzgewicht der Pflanzen entscheidend, da die Gehalte pro Gewichts- 
einheit nicht so unterschiedlich sind. Die Zahlen geben aber ein an- 
schauliches Bild von der so verschiedenen Einspeicherung der Sonnen- 
energie, der Luftkohlensiure und des Stickstoffs. 


1 S.A. Waksman, Journ. agric. Sci. 14, 555, 1924, ref.; Zeitschr. f. 
Pflanzenernahrung u. Diingung (A) 4, 390, 1925. 

2 In der Tabelle auf 8.137 seiner Arbeit soll es im Kopfe richtig heiBen: 
.,Ernte in Tausenden kg Cal.“ 
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Eine ahnliche Reihenfolge der Pflanzenarten ergibt sich, wenn 
man die Ertrage an Kalorien, Kohlenstoff und Stickstoff pro Quadrat- 
meter Bodenfliche zusammenstellt, wobei zur Grundlage des Ertrages 
pro Flacheneinheit mittlere Ernten! angenommen wurden: 


Futterriibe . . . . 5036 kgCal Hafer® ..... . 1630 kgCal 
Eee Cl NN ae Le og cig,” ae» aa 
TN __—— Rotklee*® .... . 1590 
Bawtettel*. .... 2a . Buchweizen . . . . 1503 ,, 
Pferdebohne* .. . 2200 ,, Engl. Raygras* . . 1310 ,, 
ete SS ea RB Sommerriibsen. . . 1210 


Diese Zahlen beziehen sich auf die Ernten der gesamten ober- 
irdischen Pflanzenmassen (bei Futterriibe auch die Wurzel, bei Kartoffel 
die Knollen miteinbezogen). 


Ii. Absehnitt. 
EinfluB steigender Stickstoff- und Phosphorsduregaben auf den Energiegehalt 
und das C/N-Verhdltnis. 

Versuchsanstellung. Das Material zur Beantwortung dieser Frage 
wurde durch Anstellung von Sandkulturen mit Hafer gewonnen und 
dabei im allgemeinen nach Angaben vom Th. Pfeiffer? vorgegangen. 
Stickstoff- und Phosphorsiureversuch umfaBbten je 32 Tépfe. Je vier 
GefaiBe erhielten den gleichen Nahrstoffzusatz, so daB der variierte 
Nahrstoff jeweils in acht Stufen verabreicht wurde. 

Pro GefaB wurden verabreicht 6kg Sand mit folgender Grund- 
diingung : 


a) Stickstoffversuch : b) Phosphorsaéureversuch : 
3g NaH,PO, + aqu. 7,00 g NH,NO, 
5,541 ¢ KCl 5,541 2 KCI 
3,66 g MgSO, + aqu. 3,66 g MgSO, + aqu. 
0,03 g Fe,(SO,), 0,03 g Fe,(SO,), 
15 g CaCO, 15 g CaCO, 


Die Versuche wurden bei 60°,, der vollen Wasserkapazitat ge- 
halten. Die Differenzdiingung wie auch die mittleren Ertrage an Trocken- 
substanz sind sus den Tabellen VIII und 1X im Anhang zu _ ersehen 

l. Versuch mit steigenden Stickstoffgaben. 

Mit den steigenden Stickstoffgaben nehmen die Erntegewichte 
und analog auch die Kalorien-, Kohlenstoff- und Aschenertrige nach 
Art der bekannten Ertragskurve zu, nur beim P,O,-Versuch scheint 
im Anfang der Kurven ein Wendepunkt zu liegen. Verfolgt man die 
in Tabelle VIII enthaltenen Gehalte, so erkennt man, daB die Anderung 
der Ernihrung durch Steigerung eines Nahrstoffs bei weitem nicht 
den EinfluB auf Kaloritat, C-, N- und Aschengehalt ausiibt wie etwa 


1 Mentzel-Lengercke, Landw. Kalender 1923. 
2 Th. Pfeiffer, Der Vegetationsversuch. Berlin, P. Parey, 1918. 
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die fortschreitende Entwicklung, deren Einflu8 im vorangegangenen 
Abschnitt untersucht wurde. Auch hier sehen wir im groben ganzen, 
daB die Anderungen des C-Gehalts und der Kaloritat parallel gehen. 
Da der Aschengehalt in den Endertrigen ziemlich konstant ist, ist 
in den cal-, C- und N-Gehalten zwischen aschehaltiger und aschefreier 
Substanz kein groBer Unterschied. Die cal- und C-Gehalte der aschen- 
freien Ernte steigen langsam, fast geradlinig von der niedrigsten bis 
zur héchsten Stickstoffgabe an. Die Stickstoffgehalte hingegen andern 
sich mit der Erhéhung der Stickstoffgabe kaum, nur von der zweit- 
héchsten zur héchsten N-Gabe erfolgt ein geringer Anstieg. Der Ver- 
gleich der Kalorien- und Stickstoffgehaltskurven fiir die aschefreie 
Substanz deutet darauf hin, daB der Eiweibanteil mit steigenden N-Gaben 
zunimmt und daB der Stickstoff in den mit Stickstoff mangelhaft er- 
nihrten Pflanzen in weniger energiereichen Formen enthalten ist!. 
Das C/N-Verhaltnis nimmt interessanterweise nicht mit steigenden 
N-Gaben ab, wie vielleicht zu erwarten ware, sondern bis zu einer Gabe 
von 0,252 g Stickstoff sehen wir das C/N-Verhiltnis ziemlich geradlinig 
ansteigen. Erst jenseits dieses Maximums erfolgt eine geradlinige Ab- 
nahme dieses Verhiltnisses, bedingt durch den Luxuskonsum. Bei 
der angefiihrten Stickstoffgabe niitzt die Pflanze den aufgenommenen 
Stickstoff am 6konomischsten fiir die Trockensubstanzbildung aus. 
Wenn kleinere Stickstoffgaben keine so sparsame Verwendung des 
Stickstoffs erkennen lassen, so mag es daran liegen, dab die photo- 
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synthetische Kohlenstoffbeschaffung in den nach Stickstoff hungernden 
Pflanzen gemindert ist, und zwar um so mehr, je schlechter die 
Stickstoffversorgung der Pflanzen sich gestaltet. 

In Abb. 6, wo die in Prozenten des Héchstertrages ausgedriickten 
C- und N-Ertrage als Funktionen der relativen Trockensubstanzernten 


1 H. Engel (Planta 7, 133, 1929) fand, daB im Stickstoffhunger be- 
findliche Blatter bei Anwes ‘nheit reichlicher Mengen von Kohlenhydraten 
Eiwei8 zu Aminoséuren ab auen. 
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dargestellt sind, ist der Eintritt des Luxuskonsums an dem Knick der 
gestrichelten Stickstoffkurve deutlich zu erkennen. Das Maximum des 
bei der Stickstoffgabe von 0,252 g eintretenden Héchstwertes des C/N- 
Verhaltnisses erscheint hier als ein Wendepunkt. 

2. Versuch mit steigenden Phosphorsauergaben. 

Die cal- und C-Gehalte nehmen in der aschefreien Trockensubstanz 
nur bis zu einer P,O;-Gabe von 0,146 g zu, wahrend sie bei héheren 
Phosphorsauregaben nahezu gleich bleiben. Der Stickstoffgehalt halt 
sich, abgesehen von einem leichten Anstieg bei den niedrigen P,O,- 
Gaben auf ziemlich gleicher Héhe. Der Phosphorsiure- und Aschegehalt 
ist bei den niedrigen P,O,-Gaben gleich, nur bei den hohen P-Gaben 
steigen beide Kurven an. Fehlt also den Pflanzen die nétige Phosphor- 
siuremenge, so fallt auch ihre Kaloritat ab. Vielleicht besteht da ein 
Zusammenhang insofern, als die Pflanzen bei Phosphorsiuremangel 
nicht imstande sind, phosphorhaltige EiweiBverbindungen und Lipoide 
zu bilden. Bei hohen P,O,-Gaben wird die tiberschiissige Phosphorsiure 
in einer Form gespeichert, die keine Zunahme der Kaloritét zur Folge 
hat (Luxuskonsum). 

GemaB den geringen Schwankungen des Aschengehaltes verlaufen 
die Kurven pro | g aschenhaltiger Trockensubstanz ganz ahnlich wie 
die fiir die aschefreie Substanz, nur in den letzten zwei Topfreihen 
bewirkt der steigende P,O,- und damit der Aschenanteil eine Depression 
im cal- und C-Gehalt. 

Entsprechend den geringen Schwankungen des Stickstoff- und 
Kohlenstoffgehaltes ist auch das C/N-Verhaltnis in den mit verschiedenen 
P,O;-Gaben gewonnenen Ernten nahezu konstant und durch den hohen 
N-Gehalt infolge der starken Stickstoffdiingung ein sehr enges (19,8 
bis 16,3). 

Aus der Abb. 7 ersieht man deutlich die Wendung der (punk- 
tierten) P,O,-Kurve bei der P,O,;-Gabe von 0,146 g (drittletzte Styfe), 
ein Zeichen fiir die beginnende Luxuskonsumption. 
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Tabelle I. 


Buchweizen. 








In 1g aschehaltiger Trocken- 


In lg aschefreier 








27 Entwicklungs- gs 2 substanz Trockensubstanz 
~ = stadium bzw Sse a ee én CIN 
eS Erntezeit =f = = ( N Asche - ( N 
eS £ g£ meg g 3 4 mpg 
“ Samen 0.0125 4568.3 0.4756 23.9 0,0255 4687.8 0.4880 24,6 19.8 
21 1. VI. 0.0180 38877,4 0.4094 39,2 0,1599 4615.2 0.4873 46.6 10,4 
35 15. VI. 0,1370 38625,7 |0,38847 44.7 0,2101 4599.1 0.4870 56.6 8.6 
49 29. VI. 0,6432 3867,8 0.4112 31.2 0.1476 4537.4 0.4823 36.6 13,2 
In Blite 
63 13. VII. 1.5132 4041,7/04288 23,2 0.1151 4567.5 0.4846 26.2 18,5 
In voller 
Bliite 
77 27. VII. 2.6030 4134.5 0.4378 19.3 0,0940 4563.3 0.4832 21.3 22.7 
Fruchtansatz 
9] 10. VILL. 3.5627 4095.1 0.4334 18,2 0,0991 4545.5 0.4811 20,2 23.8 
m. reifenden 
Friichten 
105 24. VIII. 83,9237 4006.5 0.4292 16,8 01084 4468.4 04753 18,7 25,4 
mit reifen 
Friichten. 
Dirr 
Tabelle II. Mais. 
=a ge o In 1g aschehaltiger Trocken- In 1g aschefreier 
2% Entwicklungs- | 2255 substanz Trockensubstanz 
~= stadium bzw Site mentee C/N 
eS Erntezeit 5 = a c N Asche i ( N 
= £ ; g mg g ‘ g mg 
“ Samen 0.195 4536.5 0.4663 20,7 0.0184 4621.4 0.4751 21,1 22.5 
35 1D. VI. 0.144 4195.3 0.4298 41.8 0,1454 4999,0 0.5029 48.9 103 
49 2a.. VL 0,436 4228.1 0.4366 37,1 0.1218 4814.38 0.4971 42.2 11,8 
63 13. VIL. 3,052 4820.5 0.4461 33,9 0.1014 4807,5 0.4964 37,7 13,5 
77 27. VIL. 15.921 4365.5 0.4529 26.1 0.0792 4740.8 04918 28.3 17.4 
Bliitenansatz 
1 10. VII. 52.878 4364.6 0.4569 21.8 0.0626 4656.2 0.4841 23.3 20.9 
Rispen bliih. 
105 24, VIII. 83,706 4353,3 0,.4560418,3 0,0537 4600.3 0,4818 19,4) 24.9 
Rispen blib., 
Koulben mit 
Griffel 
119 7 2a 101,14 4274,7 0.4491 16,6 0,0520 4509.4 0.47388 17,5 27,0 
Fruchtansatz 
133 21. 1X. 122.61 4284.0 0.4490 16.6 0.0512 4515.2 0.4732 17,5 27,1 
Frucht- 
ausbildung 
147 5. X. 143,30 4280.7 04488 15,2 0.0471) 4492.1 0.4709 15,9 | 29.5 
Frucht- 
ausbildung 
161 19. X. 162,80 4283.1 0.4479 14.2 0,0439 4480.2 0.4685 14,9 31,4 
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Tabelle 111. 


Futterriibe (ganze Pflanze). 











a3 Trocken- In 1 g aschehaltiger Trocken- In 1g aschefreier 

ay substanz substanz Trockensubstanz 

os Erntezeit einer CON 
% Pfilanze c N Asche ( N 
ae cal eal 

ae £ g mg £ g mg 

75 | 29. VI. 2.8  38573,8 0.3737 44.0 0,2397 4694.5 0.4909 57.8 85 
89 13. VIL. 22.23 3591.9 0,3769 42,0 0.2387 4669.1 0.4899 54,6 9,0 
103 27. VIL. 67.74 3639,4 0,3829 32.8 01804 4429.5 0.4671 40,1 11,7 
117) 10. VIII. 114,36 3652.6 0,3839 28,7 0,1612 4354.7 0.4577 34.2 13,4 
131 24. VUL. 197,09 3689.4 0.3873 24.9 014388 4309.1 0.4523 29,1 15,6 
1445 7. IX. | 386,13 3670.5 0.38870 22.4 0.1443 4289.5 0.4523 26,2 17,2 
159} 21. IX. | 460,31 3679.5 0.38867 20,2 0.1355 4256.38 0.4473 23.8 19,1 
173. 5. OX. | «469,00 = 3689,0 0.3861 20,0 01322 4251.1 0.4449 23,0 193 

Tabelle IV. 
Futterriibe: Blatter. 

ag Trocken- In 1g aschehaltiger Trocken- In 1g aschefreier 

a substanz substanz Trockensubstanz 

~ 5 Erntezeit einer CIN 
i Pilanze Cc N Asche C N 

ao & eal eal 

" = g gz mg Zz g mg 

105 27. VII. 40.2 3535.4 0,38724 40.3 0.2198 4531.5 0.4774 51.6, 9,2 
117. 10. VIII. 59,8 3537.7 0.8732 35,0 09,2133 4497.2 04744 44,5 10,7 
31, 24. VIII. 68,4 3480,7 0,3672 32,2 0,2266 4590.6 04748 41.6 11,4 
145); 7. IX. 104.9 3353,7 0,3568 24,1 | 0.2472 | 4455.2 04740 32,0 14,8 
159 || 21. IX. 115,7 $225.5 0.3443 22.1 0.2675 4493.3 0.4700 30,7 15,5 
in &. XX. 119,4 3204.0 0.3412 21.9 0.2706 4392.8 | 0.4678 29.9 15.6 

Tabelle V. 
Futterriibe: Wurzel. 

=3 Trocken- In 1g aschehaltiger Trocken- In 1g aschefreier 

2% substanz substanz Trockensubstanz 

~=  Erntezeit einer CN 
& Pilanze c N Asche c N 
Fa 5 cal eal 

~ g g mg g g mg 

193) 27. VIL. 27.54 3769.4  0,3981 | 21,9 0,1228 4297,0 0.4538 25.0) 18,1 
117 | 10. VIII. 54,59 3778,5 9.38956 21,0 0.1043 4218.5 94417 234 18,8 
131) 24. VIII. 128,66 3890.6 0.3979 21,9 0.0998 4221.9 0.4421 23.5 18.9 
145 7. IX. 231,17 38814,2 0.4007 21,7 09,0976 4226.7 0.4430 24,0 18,5 
159 21. IX. 34461 3831.9 04919 19,5 0,0912 4216.5 94412 21.4 20.5 
173) 5. X.| 349.6 3854.8 0.4014 19.4 0,0854 4214.7 0.4388 21,2 20,7 
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Tabelle VI. Gelbe Lupine. 
ag =2,2 In 1g aschehaltiger Trocken- In 1 g aschefreier 
- £ Entwicklungs- 2 g¢ 3 substanz Trockensubstanz 
~ = Stadium bzw. tZss CN 
be Erntezeit ae ™ ae Cc N Asche s C N 
BS g "ge g mg rig ee g mg 
a Samen 0,155 4838.6 0.4851 $82.1 0,04138 5047,0 0.5060 85,6 5,9 
35 15. VI. 0.224 4546.4 0.4621 49.1 0.0853 4970.4 0.5053 53,7 94 
63 18. VII. 2.804 4518.4 0.4583 45.2 0.0901 4966.0 0.5037 49,7 10.1 
Blatenansatz 
77 27. VII. 7,162 452),2 0.4592 41.3 0,0804 4915.38 04993 44,9 11,1 
Blare,Frucht- 
ansatz 
91 19. VIII. 19,59 4458.8 0.4567 37,2 0,0803 4848.3 04966 40.4 12,3 
Bliten, 
Friichte 
105 =. 24. VIII. 28.29 4445.0 0.4559 35.3 0,0788 4825.0 0.4949 38.4 12,9 
verbliht, 
Friichte 
119 pt @ 42.05 | 4424.1 0.4554 35,0 0,0783 4799.8 0.4941 38,0 13,0 
Friichte 
reifend 
133 21. IX. 66,66 | 4441.1 0.4567 35,9 0,0782 4817,7 04955 38,9 12,7 
mit reifen 
Samen 
Tabelle VII. Erbse. 
£6 =. ©) In 1g aschehaltiger Trocken- In 1g aschefreier 
37 Entwicklungs- | S55 substanz Trockensubstanz 
oe stadium bzw. |S 2:58 |J—@ — ——___$_____||_ sniper CFM 
ie Erntezeit ea ™ ; Cc N Asche Co N 
an } ca ca 
“s g g mg g g mg 
7] Samen 0.1545 4597,0 04531 43,8 0.0321 4656,9 0.4682 45.3 10,3 
21 1. VI. 0.1785 4426.5 9.4501 42.1 0,0985' 4910.2 0.4992 46,6. 10,7 
35 15. Vi. 0.2933 4300.0 0.4421 41,6 0.1201 4887.0 0.5024 47.3 10,6 
49 29. VL. 0,7937 4292.5 0.4389 41,2 0,1221 4889.4 0,5000 46,9 10,6 
Blatenansatz 
63 13. VII. 2.2752 4275.5 90,4377 41,0 0,1200 4858.5 0,4974 46,6 10,6 
bliiten 
+ Friichte 
77 27. VII. 4.0745 4269.3 0,4372 39,7 0.1110 4802.4 0.4918 44,7 11,0 
Friich te 
+- Bliiten 
91 10. VII. 4,4849 4243.3 0.4361 49,0 0.1196 4771.6 0.4994 44,9 10,9 


Reife Samen 
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Tabelle VIII. 


Hafer (steigende Stickstoffgaben ). 





Trocken- In 1g aschehaltiger Trocken- In 1g aschefreier 
NH,NO,- a ad substanz Trockensubstanz 
gabe von zehn Hihe — . . _— CN 
Ptlanzen Cc N Asche Cc N 
: cal cal 
gN g em g mg g g mg 
] 2,09 35 4115.3 0.4284 10,6 0,0858 4501,3 0.4686 11,6 40,5 


0,028 6,45 49 4119.6 0,4294 10,6 | 0,0874, 4514.1 0.4705 11,6 41,0 
0,084 10,66 60 4129.6 04310 10,0 0.0894 4534.4 0,4753 10,0 43,0 
0,140 13,51 77 4150.1 0.4335 9,1 0,0873 4547.3 0.4750 9,9 47,9 
0,252 | 19,94 81 4190.3 0.4373 8,3. 0,0830 4569.4 0.4769 9,0 52,8 
0,364 | 27,45 90 4215.8 0,43890 8,6 0,0800 4582.1 04772 9,4 50,9 
0,644 42.56 95 4235.6 0.4406 9,7 0,0832 46201 0.4806 10.5 45,9 
2.450 48,59 90 4844.7 0,4426 32.3 0,1101 4882.2 0,4974 36,3 | 16,7 


Tabelle IX. 


Hafer (steigende Phosphorséuregaben). 





- 


In 1g aschefreier 





Zz ee In 1g aschehaltiger Trockensubstanz et. cen sti 

=& vonzehn ; — — C/N 

7 Pflanzen sal c N P,05)| Asche cal c N 
gP.05 g em g mg mg g g mg 


0 1,355 24 4373,1 04453 22,5 2,0 0,0751 4728,2 0.4815 244 19,8 
0,0112 1,789 30 43893,2 0.4477 23,0 1,8 0,0752 4735,1 0.4826 24,8 19,4 
0,0337 3,810 45 4419.6 0,4516 24,1 2,1 0,0706 4755.3 04859 26,1 18,6 
0,0562 12,464 62 4438.1 0.4533 25,1 2,2 0,0705 4774,8 04877 27,1 18,0 
0,1012 23,52 70 4455.2 0,4552 26,5 2,98 0,0716 4830,0 04935 28,7 17,2 
0,1462 28,67 82 4463.8 0,4561 27,6) 3,7 0,0743 4841.4 0,4947 29,9 16,5 
0.5621 40,00 80 4427.2 0,4511 28,1 9,4 0,0872 4850,1 0,4942 30,8 16,1 
1,1242 4913 65 4333,7 0,4407 27,0 20,7 01101 4870,0 0,4952 30,4 16,3 


to 
or 


Zusammenfassung. 


Bei allen untersuchten Pflanzen nimmt im Laufe der Entwicklung 
der Kalorien-, Kohlenstoff- und gleichzeitig auch der Stickstoffgehalt 
pro 1 g aschefreier Trockensubstanz allmahlich ab. Diese Abnahmen 
sind bei Nicht-Leguminosen (Buchweizen, Mais, Futterriibe) deutlich 
starker als bei Leguminosen (Lupine, Erbse). Demzufolge bleibt das 
C/N-Verhaltnis bei Leguminosen im Laufe ihrer Entwicklung fast 
konstant, wahrend es bei den Nicht-Leguminosen im groBben und ganzen 
zunimmt. 


Der Mineralstoffanteil der Pflanzensubstanz andert sich bei den 
Leguminosen nur wenig, bei den untersuchten Nicht-Leguminosen 
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nimmt er von einem gewissen friihen Entwicklungsstadium angefangen 
ab. Diese Schwankungen des Aschengehaltes sind von groBem Eindruck 
auf den Verlauf der Kalorien- und Kohlenstoffkurven fiir die asche- 
haltige Substanz. 


Von geringerem EinfluB als das Alter ist die Ernahrung auf 
die Energiespeicherung, den Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt. Mit 
abnehmender Stickstoff- und Phospbhorséureversorgung nimmt der 
Kohlenstoffgehalt und die Kaloritét der Endertrage (Hafer) ab. 
Mit steigenden Stickstoffgaben nimmt das C/N-Verhaltnis zu- 
nichst zu, dann ab, mit steigenden Phosphorsiuregaben fiallt es 
stetig ab. 
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Uber den Lésungszustand des Cholesterins im Blutserum. 


I. Mitteilung: 
Untersuchungen an kiinstlichen Lipoid-EiweiBgemischen. 


Ve yn 
S. M. Neuschlosz. 


(Aus dem Zentraluntersuchungslaboratorium der medizinischen Fakultat 
in Rosario de Sta. Fé, Argentinien.) 


(Eingegangen am 22. April 1930.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Ungeachtet der vielen diesbeziiglichen Untersuchungen, die in 
der letzten Zeit veréffentlicht worden sind, muB die Frage nach dem 
Lésungszustand des Cholesterins im Blute und nach den Beziehungen, 
die zwischen demselben und den anderen Kolloiden des Plasmas be- 
stehen, noch als ungelést angesehen werden. DaB das Cholesterin als 
ausgesprochen hydrophobes Kolloid im wasserigen Medium des Blutes 
nur infolge der Schutzwirkung der gleichzeitig vorhandenen hydrophilen 
Kolloide eine gewisse Stabilitét erlangen kann, ist ohne weiteres klar 
und wird allgemein angenommen. Als Schutzkolloide kommen in erster 
Reihe natiirlich die hydrophilen EiweiB- und Lezithinsole und vielleicht 
auch die etwas hydrophileren Cholesterinester in Frage. -In den letzten 
Jahren mehren sich jedoch die Stimmen, die die diesbeziigliche Wirkung 
der EiweiBstoffe und namentlich der Globuline nicht mehr als kolloid- 
chemischen Schutz, sondern als Folge chemischer Verbindungen auf- 
fassen, die die letztgenannten Stoffe mit dem Cholesterin eingehen 
sollen. Trénsgard und Koudal' gehen in dieser Hinsicht sogar soweit, 
daB sie das Cholesterin unmittelbar als prosthetische Gruppe der 
Globuline ansprechen. Wie ich jedoch weiter unten zeigen werde, 
sind die Versuche, mit denen die genannte Anschauung von den ver- 
schiedenen Autoren begriindet wird, keineswegs beweisend, und es lassen 
sich meines Erachtens simtliche Tatsachen, die diesbeziiglich bekannt 


1 Trénsgard u. Koudal, Zeitschr. f. phys. Chem. 153, 111; 157, 162, 
1926. 
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geworden sind, ohne Schwierigkeit auf Grund kolloidchemischer Be- 
ziehungen erklaren. 

Um die rein physikochemischen Wechselbeziehungen, die zwischen 
dem Cholesterin und den itibrigen Plasmakolloiden bestehen kénnen, 
kennenzulernen, schien es mir zunachst wiinschenswert, eine Reihe 
von Versuchen mit kiinstlichen Gemischen anzustellen, bei denen die 
Mengenverhaltnisse der verschiedenen in Frage kommenden Stoffe 
nach Belieben und unabhangig voneinander geindert werden konnten. 
Der eventuell mégliche EinfluB der Cholesterinester wurde bei diesen 
in vitro Versuchen aus technischen Griinden unberiicksichtigt gelassen, 
doch wird auf diese Frage gelegentlich der Versuche mit nativen Seren 
noch zuriickzukommen sein. 

Die hier zu besprechenden Versuche beziehen sich auf die Léslich- 
keit, auf die Adsorbilitaét und auf die Extrahierbarkeit des Cholesterins 
in verschiedenen kiinstlichen Gemischen dieses Stoffes mit Albumin 
und Lecithin. Die Gemische wurden derart hergestellt, daB zu den 
Lésungen, die Albumin (Albumin aus Blut von Merck) und Lezithin 
(Poulenc fréres) in wechselnden Mengen enthielten, eine konzentrierte 
atherische Cholesterinlésung hinzugefiigt wurde. Nach kraftigem Durch- 
schiitteln wurde der Ather mittels eines Luftstromes verjagt. Nachdem 
der Athergeruch véllig verschwunden war, wurden die Lésungen filtriert, 
um das nicht geléste Cholesterin zu entfernen. Die zu beschreibenden 
Versuche wurden mit dem leicht opalisierenden Filtrat ausgefiihrt. 

Zuerst wurde in jeder Lésung die Gesamtmenge des aufgelésten 
Cholesterins bestimmt. Anfanglich wurde hierzu das Verfahren von 
Myers und Wardell! verwandt. Nachdem wir jedoch feststellen konnten, 
daB unter bestimmten Bedingungen, auf die wir spiter zu sprechen 
kommen werden, der alkoholische Extrakt unserer Lésungen praktisch 
die ganze vorhandene Cholesterinmenge enthielt, und daB auf Grund 
dieser Tatsache sich eine einfache und schnelle Cholesterinbestimmungs- 
methode ausarbeiten liBt?, die ebenso genaue Werte ergibt wie das 
Verfahren von Myers und Wardell, wurden simtliche Analysen nach 
dieser Methode ausgefiihrt. Uber die Einzelheiten der betreffenden 
Technik wie auch iiber die theoretischen Grundlagen der Methode 
wird in der zweiten Mitteilung dieser Serie berichtet werden. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in den ersten drei Spalten 
der Tabelle I und in den Kurven der Abb. 1 und 2 wiedergegeben. 
Es werden hierbei wie auch bei den folgenden Angaben die Resultate 
nur einer einzigen Versuchsreihe reproduziert, da alle ibrigen Versuche 
im wesentlichen gleiche Befunde ergaben. Es zeigte sich, daB die Léslich- 


' Myers u. Wardell, Journ. of biol. Chem. 36, 147, 1918. 
2 Neuschlosz, Klin. Wochenschr. 1928, 8S. 2323. 
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Lésungszustand des Cholesterins im Blutserum. 1. 117 
Tabelle 1. 
Geldstes Cholesterin 
Gehalt des Gemisches Se boa re 2 at aie ee eee anne 
: Mit Ather extrahierbar Mit : oe nicht 
Gesamt- adsorbierbar 
menge “yy Q dl 
an Albumin an Lezithin p in %l der 0 ae oe 
00 Gesamt- 00 Gesamt- 
0 Ooo 0 menge menge 
0 0 0,00 -— —- 
0 0,5 0,86 0.71 83 0,04 5 
0 1,0 1,29 1,17 91 0,08 6 
0 2,0 1,63 1,60 98 0,07 4 
2,0 0 0,28 0,19 69 0.03 11 
2.0 0,5 1,08 0.84 78 0,12 11 
2,0 1,0 1,39 1,18 85 0,14 10 
2,0 2.0 1,69 1,57 93 0,20 12 
4.0 0 0,48 0,29 60 0,09 19 
4,0 0,5 1,18 0,75 64 0,21 15 
4.0 1,0 1,47 1.01 69 0,31 21 
4.0 2.0 1,75 1,31 75 0,30 17 
8.0 0 0,62 0,16 26 0,24 39 
8,0 0,5 1,37 0,40 29 0,56 41 
8.0 1,0 1,61 0,50 31 0,65 40 
8,0 2.0 1,86 0,61 33 0,75 39 
Albumin 8 % 
- 2% 
S 
= 
27 
& 
8 a 
S ast Leptin 0am 
20 as 10 20 7 > r - 
Lezithin Foe Albumin % 
Abb. 1. Abb. 2. 


keit des Cholesterins, die in reinem Wasser gleich 0 ist, in Gegenwart 
von Lezithin und Albuniin mehr oder weniger parallel mit der Kon- 
zentration dieser Sabstanzen zunimmt. Beide Stoffe begiinstigen also 
die Auflésung des Cholesterins, wenn auch nicht im gleichen Mabe. 
Die lésende Wirkung des Lezithins —- auf gleiche Mengen bezogen 


ist ganz wesentlich gréBer als die des Albumins, und selbst wenn wir 
den EinfluB beider Stoffe in solchen Konzentrationen vergleichen, 
wie sie im Blute vorkommen, erweist sich das Lezithin dem Albumin 
iiberlegen. 


Es 14Bt sich des weiteren feststellen, daB die Wirkung 
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beider Stoffe sich nicht einfach addiert, sondern daB der EinfluB des 
Albumins relativ um so mehr abnimmt, je héher die Konzentration 
des Lezithins ist. Eine analoge, wenn auch weniger ausgesprochene 
Wirkung hat auch die Gegenwart des Albumins auf die Lésungsbeein- 
flussung durch Lezithin. 

Nachdem der gesamte Cholesteringehalt der verschiedenen Gemische 
bestimmt worden war, habe ich die Eztrahierbarkeit desselben mittels 
verschiedener Lipoidlésungsmittel untersucht. Unter diesen wurde 
der Alkohol bereits oben erwaihnt. Diese Fliissigkeit ist, wie bekannt, 
nicht nur ein Lésungsmittel fiir Lipoide, sondern gleichzeitig auch ein 
Fallungsmittel fiir Proteine. Es scheint nun, daB bei der Fallung der 
Proteine mit Alkohol das an diese adsorbierte Cholesterin in Freiheit 
gesetzt wird, denn wir fanden, daB, wenn Alkohol in geniigenden Mengen 
verwendet wurde (zumindest in 20mal gréBerer Menge als die zu extra- 
hierende wisserige Lésung), das erhaltene Extrakt praktisch die ganze 
vorhandene Cholesterinmenge enthielt. 

Wesentlich anders verhalten sich hingegen solche Lésungsmittel, 
die, wie Ather und Chloroform, mit Wasser nur wenig mischbar sind. 
In Gegenwart solcher Fliissigkeiten bleiben die gelésten Proteine 
zunichst im wesentlichen unverandert und eine Denaturierung derselben 
erfolgt nur nach lang anhaltendem, innigem Kontakt. Dies ist offenbar 
auch der Grund, weshalb beim Schiitteln der oben beschriebenen 
Lésungen mit diesen Fliissigkeiten nur ein geringer Teil des Cholesterins 
aus der wiasserigen Phase in das organische Lésungsmittel iibergeht. 
Bei Anwendung von Chloroform war die Menge ausschiittelbaren 
Cholesterins sogar unmeBbar klein, wahrend sie bei Verwendung von 
Ather immerhin gut bestimmbare GréBen ergab, die auf einfache 
Weise von der Zusammensetzung der wisserigen Lésung abhingen. 
Dieser Zusammenhang laBt sich wohl am besten so deuten, da wir 
annehmen, der mit Ather extrahierbare Anteil des Cholesterins sei um 
so kleiner, je fester dieser Stoff an die in Ather unléslichen Bestandteile 


der wiasserigen Phase (Proteine) gebunden ist. Wir betrachten daher | 


— in Ubereinstimmung mit Handovsky! — die Ausschiittelbarkeit 
des Cholesterins mit Ather als eine Eigenschaft, die seinen kolloid- 
chemischen Lésungszustand in der wisserigen Phase charakterisiert. 

Um den mit Ather extrahierbaren Anteil des Cholesterins zu 
bestimmen, wurde eine gemessene Menge der einzelnen Gemische 
mit dem 20fachen Volumen Ather etwa 5 Stunden lang geschiittelt, 
wobei der Schiittelapparat etwa 100 Drehungen in der Minute aus- 
fihrte. Nach Beendigung des Ausschiittelns wurde etwa 1 Stunde 
gewartet und dann die Cholesterinbestimmung im obersten Teile der 


1 Handovsky, Pfliigers Arch. 210, 63, 1925. 
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Atherschicht folgendermaBen ausgefiihrt: 5 cem der atherischen Lésung 
wurden auf dem Wasserbad zur Trockne gebracht, der Riickstand in 
5 cem Chloroform aufgenommen und auf die tibliche Weise kolorimetriert. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind aus der vierten und fiinften 
Spalte der Tabelle I und aus den Abb. 3 und 4 ersichtlich. Aus diesen 
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Versuchen geht hervor, daB der EinfluB des Albumins und des Lecithins 
auf die Extrahierbarkeit des Cholesterins mit Ather einen deutlichen 
Antagonismus aufweist. Wahrend namlich die Extrahierbarkeit des 
Cholesterins durch Lezithin begiinstigt wird, wird sie durch Albumin 
herabgesetzt. Da das Lecithin mit dem Cholesterin zusammen in die 
athérische Phase itiberzugehen vermag, das Albumin hingegen nicht, 
entspricht dieser Befund durchaus der oben erwahnten Anschauung 
iiber den Mechanismus der Atherextraktion des Cholesterins. 
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Ein weiteres Versuchsverfahren, mittels welchem der Lésungs- 
zustand eines Kolloids untersucht werden kann, ist die Bestimmung 
seiner Adsorbilitat an ein chemisch indifferentes Adsorbens, wie etwa 
Tierkohle. Auch dieses Verfahren wurde in einigen Versuchsreihen 
bei unseren Cholesteringemischen angewandt. Hierbei ist derart vor- 
gegangen worden, daB zu 2ccm der einzelnen Gemische 0,25 g Tier- 
kohle (Merck) hinzugefiigt wurde. Es wurde dann wahrend einiger 
Minuten fest geschiittelt und schlieBlich die Kohle scharf abzentrifugiert. 
In der obenstehenden vollkommen kohlefreien Schicht wurde die 
Cholesterinbestimmung auf die iibliche Weise ausgefiihrt. 

Die letzten Spalten der Tabelle I geben die Mengen des in der 
Lésung gefundenen, also nicht adsorbierten Cholesterins in den einzelnen 
Mischungen an. Es geht aus diesen Zahlen hervor, daB das Lezithin 
keinen nachweisbaren EinfluB auf die Cholesterinadsorption durch 
Tierkohle besitzt, wihrend das Albumin je nach seiner Konzentration 
in zunehmendem MaBe hemmend auf dieselbe einwirkt. Diese Wirkung 
des Albumins wird in der Abb. 5 auch graphisch dargestellt. Da das 
Lezithin anscheinend gar keinen EinfluB auf diese Erscheinung ausiibt, 
wurden fiir die verschiedenen Gemische mit gleichem Albumin- aber 
verschiedenem Lezithingehalt Mittelwerte errechnet und bei der Kon- 
struktion der Kurve diese beriicksichtigt. 
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Tabelle II. 





Adsorbiert durch 








Geiiaiit Gesamt- | — 
cholesterin 0,25 g Kohle 0.5 g Kohle 

Nr. 00 "loo loo 

1 1,73 1,25 1,20 

2 0,91 0,48 0,43 

3 0,89 0,39 0,39 

4 0,68 0,24 0,22 

5 0,87 0,39 0,38 


Von der Annahme ausgehend, daB der Einflu8 des Albumins auf 
die Cholesterinadsorption die Folge einer Verdrangungswirkung sein 
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kénnte, haben wir eine Versuchsreihe derart angesetzt, dab wir bei 
Innehaltung der tibrigen Bedingungen die Menge der zur Adsorption 
verwendeten Tierkohle variierten. Wenn nimlich die Wirkung des 
Albumins auf einer Verdrangung des Cholesterins von der adsorbierenden 
Kohlenoberflache beruhte, miiBte erwartet werden, daB bei VergréBerung 
dieser Oberfliche der Einflu8B des Albumins abnahme. Wie aus den 
Zahlen der Tabelle II hervorgeht, ist dies nun nicht der Fall, denn 
eine Erhéhung der adsorbierenden Kohlenmenge auf das Doppelte 
andert nichts an der adsorptionshemmenden Wirkung des Albumins. 
Letztere kann also nicht als Verdringungswirkung gedeutet werden. 

Wenn wir nun die Gesamtheit unserer Befunde an kiinstlichen 
Eiweib-Lipoidgemischen im Zusammenhang tiberblicken, kommen wir 
zu dem SchluB, daB Albumin wie auch Lezithin als Schutzkolloide 
des Cholesterins wirken kénnen. Wenn aber auch beide Stoffe dies- 
beziiglich in demselben Sinne wirksam sind, besteht doch kein voll- 
kommener Synergismus zwischen ihren Einfliissen, da das Lezithin 
die auflésende Wirkung des Albumins herabsetzt und umgekehrt. 
Diese Tatsache scheint das Vorhandensein einer gewissen Konkurrenz 
zwischen beiden Stoffen anzudeuten, die etwa so gedeutet werden 
kann, da8 Albumin wie auch Lezithin von den Cholesterinpartikelchen 
adsorbiert werden und je nach dem Verhiltnis beider Stoffe die Bindung 
des Cholesterins in gréBeren oder kleineren Mengen an den einen und 
anderen Konkurrenten erfolgt. Mit dieser Erkliarungsweise stimmt 
auch das Verhalten der Gemische der Atherextraktion gegeniiber gut 
iiberein. Es ist doch klar, daB die aus Lezithin und Cholesterin be- 
stehenden Partikelchen Lipoidcharakter haben miissen und deshalb 
in Ather gut léslich sind, waihrend die Teilchen, die aus Cholesterin 
und Albumin bestehen, in Ather unléslich sein werden. Es versteht 
sich daher, daB die Atherextrahierbarkeit des Cholesterins um so gréBer 
sein mu, je mehr desselben an Lezithin gebunden, d. h. je héher das 
Verhaltnis Lezithin: Albumin im Gemisch ist. 

Auch die Wirkung des Albumins auf die Adsorbierbarkeit des 
Cholesterins und das Fehlen jeglichen derartigen Einflusses seitens 
des Lezithins kann von demselben Gesichtspunkt erklart werden, 
wenn wir nur beriicksichtigen, daB die Oberflachenaktivitat der Proteine 
im allgemeinen weit hinter der der Lipoide zuriicksteht. Es kann daher 
angenommen werden, daB auch die Albumin-Cholesterinteilchen weniger 
adsorbierbar sind als die Lezithin-Cholesterinpartikel, aus welcher 
Annahme ohne weiteres das experimentell festgestellte Verhalten folgt. 


Zusammenfassung. 


1. Die Léslichkeit des Cholesterins in wasserigen Gemischen von 
Albumin und Lezithin nimmt bei Erhéhung der Konzentration beider 
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Stoffe zu. Nichtsdestoweniger besteht ein gewisser Antagonismus 
zwischen der diesbeziiglichen Wirkung des Albumins und des Lezithins, 
da der EinfluB des ersteren durch die Gegenwart des Lezithins herab- 
gesetzt wird und umgekehrt. 

2. Die Atherextrahierbarkeit des Lezithins aus den genannten 


wasserigen Gemischen nimmt mit zunehmender Albuminkonzentration 
ab und mit zunehmender Lezithinkonzentration zu. 


3. Die Adsorbierbarkeit des Cholesterins an Tierkohle hangt nur 
von der vorhandenen Albuminmenge ab, und zwar nimmt sie bei Er- 
héhung derselben ab. Das Lezithin hat auf diesen Vorgang anscheinend 
keinen EinfluB. 
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Il. Mitteilung: 
Uber die Alkoholextrahierbarkeit des Cholesterins aus dem Blutserum und 
eine auf derselben beruhende Bestimmungsmethode fiir freies und esterifiziertes 
Cholesterin. 


Von 
S. M. Neuschlosz. 


(Aus dem Zentraluntersuchungslaboratorium der medizinischen Fakultat 
in Rosario de Sta. Fé, Argentinien.) 


(Eingegangen am 22. April 1930.) 


In der vorhergehenden Mitteilung wurde bereits darauf hingewiesen, 
daB das in kiinstlichen Lipoid-EiweiBgemischen enthaltene Cholesterin 
bei der Alkoholfallung derselben nicht mitgerissen wird, sondern in 
das Filtrat iibergeht. Da ein eventuell ahnliches Verhalten des Serum- 
cholesterins vom theoretischen wie auch vom praktischen Stand- 
punkte aus von Interesse zu sein versprach, haben wir die Frage unter- 
sucht, ob und unter welchen Bedingungen ein quantitatives Ubergehen 
des Cholesterins in das alkoholische Filtrat des Blutserums erfolgt. 

Zu diesem Zwecke haben wir in einer ersten Versuchsreihe eine 
gegebene Menge Serum mit steigenden Mengen von 95 °,igem Alkohol 
gefallt, wobei jede Alkoholmenge in zwei Proben verwendet wurde, 
einmal bei einer Zimmertemperatur von etwa 25° und einmal bei der 
Siedetemperatur des Alkohols. Der wihrend des Siedens entwichene 
Alkohol wurde nach Abkiihlung des Gemisches ersetzt und auf das 
urspriingliche Volumen komplettiert. Die verwendete Serummenge 
war jedesmal 0,5 ccm, die des Alkohols in den verschiedenen Proben 
2,0, 4,5, 9,5, 19,5 und 39,5 ccm. Die Gemische wurden stets gut durch- 
geschiittelt und dann durch gehartete Filter filtriert. Eine dem halben 
Volumen des Gemisches entsprechende Menge des Filtrats, d.h. 1,25, 
2,5, 5, 10 oder 20 cem wurden in ein anderes GefaB umpipettiert und 
auf dem kochenden Wasserbad zur Trockne gebracht. Um die letzten 
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Spuren Wassers zu verjagen, wurden die GefiBe schlieBlich auf eine 
Stunde in einen Trockenschrank von 110° gestellt. Der Riickstand wurde 
hiernach in 5cem Chloroform aufgenommen, mit 2 ccm Essigsaure- 
anhydrid und 0,1 cem konz. Schwefelsdéure versetzt und kolorimetriert. 
Die gefundene Cholesterinmenge wurde auf die Halfte des verwendeten 
Serums, d. h. auf 0,25 cem bezogen. 

In jedem Serum wurde auBerdem die Gesamtmenge des vorhandenen 
Cholesterins mittels der Methode von Myers und Wardell! bestimmt, 
das wir meistens in der Modifikation von Ling? ausfiihrten. Die er- 
haltenen Zahlen sind oberhalb der betreffenden Spalten der Tabelle I 
wiedergegeben, waihrend die in den Spalten selbst enthaltenen Zahlen 
sich auf die mit Alkohol extrahierten Cholesterinmengen beziehen. 
Die drei Versuche, die wir auf diese Weise ausfiihrten, ergaben im 
wesentlichen iibereinstimmende Resultate und zeigen, daB bei Ver- 
wendung einer nur dem vier- bis neunfachen Serumvolumen ent- 
sprechenden Menge Alkohols bei Zimmertemperatur die Extraktion 
des Cholesterins nur sehr unvollstandig erfolgt. Dasselbe laBt sich 
von der vierfachen Alkoholmenge auch dann sagen, wenn sie bei Siede- 
temperatur angewandt wird, wahrend unter diesen Umstanden sich 
durch ein neunfaches Alkoholvolumen bereits eine wesentlich bessere, 
wenn auch nicht immer vollstandige Extraktion erzielen laBt. 

Wenn hingegen die angewandte Alkoholmenge zumindest das 19fache 
des Serumvolumens betrdgt, so ist die Extraktion praktisch vollstaindig 
und die erhaltenen Cholesterinwerte weichen héchstens nur um etwa 5°, 
von der Gesamtmenge ab. Eine weitere Erhéhung der Alkoholmenge 
hat dann auch keinen merklichen EinfluB auf die Cholesterinextraktion, 
ebensowenig wie das Aufkochen des Gemisches eine diesbeziigliche 
Wirkung zu besitzen scheint. Unter den von uns eingehaltenen Versuchs- 
bedingungen eriibrigt es sich demnach, die Proben wahrend der Extrak- 
tion zu erhitzen. 

Trotz der vollkommen zufriedenstellenden Resultate, die uns 
die reine Alkoholextraktion ergab, schien es uns doch von Interesse, 
in einer weiteren Versuchsreihe den EinfluB zu priifen, den ein mehr 
oder weniger groBer Atherzusatz zu der Extraktionsfliissigkeit ausiibt, 
hat doch die Mehrzahl der Autoren, die sich mit der Extraktion von 
Lipoiden aus dem Blute befabten, es fiir notwendig erachtet, mit ather- 
haltigen Fliissigkeiten zu arbeiten. Die diesbeziiglichen Versuche ergaben 
jedoch ein vollkommen unerwartetes Resultat. Wie namlich aus der 
Tabelle II ersichtlich ist, wird die Extraktion des Cholesterins aus dem 
Serum durch Atherzusatz zum Alkohol nicht nur nicht erleichtert, 


1! Myers u. Wardell, Journ. of biol. Chem. 36, 147, 1918. 
2 Ling, ebendaselbst 76, 361, 1928. 
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sondern umgekehrt, namentlich bei gréBeren Athermengen, geradezu 
verhindert. Die betreffenden Versuche sind stets so ausgefiihrt worden, 
daB zu 0,5 cem Serum 9,5 cem eines Alkoholathergemisches hinzugefiigt 
wurden, in dem die beiden Fliissigkeiten in dem aus der ersten Spalte 
der Tabelle II ersichtlichen Verhaltnis enthalten waren. Man sieht 
hierbei, daB die Extrahierungsfaihigkeit der einzelnen Gemische um so 
kleiner wird, je héher die prozentuale Beteiligung des Athers an dem 
Gemische ist. Dieses Verhalten hat seine Ursache offenbar darin, dal 
der zunehmende Atherzusatz der alkoholischen Fliissigkeit in steigendem 
Grade die Fahigkeit nimmt, sich mit dem Serum zu mischen und das 
in diesem enthaltene Cholesterin aufzunehmen. Jedenfalls beweisen 
unsere Versuche, daf der reine Alkohol als Cholesterinextraktions- 
mittel jedem Alkoholathergemisch zumindest gleichwertig ist. 


Die Cholesterinbestimmungsmethode, die wir auf Grund dieser 
vergleichenden Untersuchungen empfehlen und die wir bereits an 
anderer Stelle! kurz angegeben haben, gestaltet sich demnach folgender- 
maBen: In einem trockenen Reagenzréhrchen werden zu 0,5 cem 
Serum genau abgemessene 9,5ccm Alkohol (95°,ig) hinzugefiigt. 
Es wird energisch durchgeschittelt und nach etwa 10 Minuten durch 
ein gehartetes Filter abfiltriert. 5 cem des Filtrats werden in ein anderes 
Reagenzglas umpipettiert, auf dem Wasserbad verdampft und schlieBlich 
bei etwa 110° getrocknet. Der Trockenriickstand wird in 5 cem Chloro- 
form aufgenommen, mit 2 ccm Essigsiureanhydrid und 0,1 cem kon- 
zentrierter Schwefelsiure versetzt, auf 15 Minuten in einen Brut- 
schrank von etwa 35° gestellt und gegen eine ebenso behandelte Stan- 
dardlésung kolorimetriert. Die erhaltene Cholesterinmenge bezieht 
sich auf 0,25cem Serum und muB demnach mit 4000 multipliziert 
werden, um sie in Promille zu errechnen. Als Standardlésung ge- 
brauchen wir bei Benutzung des Mikrokolorimeters von Leitz eine 
Cholesterinlésung von 0,1°/55. Bei Benutzung des Authenriethschen 
Keilkolorimeters empfiehlt es sich hingegen, eine konzentriertere 
Standardlésung von etwa 0,2°/,, zu gebrauchen. Beim Arbeiten mit 
einem groBen Kolorimeter des Dubosqschen Typus muB bei Innehaltung 
derselben Mengenverhiltnisse 2 bis 2,5 cem Serum mit Alkohol gefiallt 
und weiter verarbeitet werden. 

Um die Brauchbarkeit unserer Methode zu belegen, geben wir in 
der Tabelle III die Ergebnisse einiger Parallelbestimmungen wieder, 
die einerseits mit der angegebenen Methode, andererseits nach dem 
Verfahren von Myers und Wardell ausgefiihrt worden sind. Die Unter- 
schiede zwischen den Resultaten beider Methoden sind, wie ersichtlich, 


1 Neuschlosz, Klin. Wochenschr. 1928, S. 2323. 
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in keinem Falle gréBer als wie sie bei derartigen kolorimetrischen Ver- 
fahren als unabwendbar angesehen werden miissen. 


Tabelle III. 





Cholesterin in 1000 eem des Serums 





mae . Mittels Alkoholextraktion Nach Myers und Wardell oa 
Nr. | bestimmt bestimmt 
2 

1 yo Mittelwert 1,90 x00 Mittelwert 1,94 
2,32 

9 2.36 | 235 2,35 | 2 38 
2,36 | ” bi 2,31 | ” tein 
2,36 
1,50 - 1,45 | 

8 si} > 147; » ‘4146 
1,87 

4 ‘90! 51.90 —_—— 
1,92 | * 
2.06 

5 ao1| =, 208 | 
2.01 | 4; 
1,68 

6 168 | , 1% sat | , 166 
1'73 | 


Will man nun auBer der Gesamtmenge des Cholesterins im Serum 
auch gesondert die des freien und esterifizierten Anteils bestimmen, 
so eignet sich unser Alkoholextrakt auch hierzu. Wie wir namlich 
feststellen konnten, ist diese alkoholische Cholesterinlésung ein aus- 
gezeichnet gut geeignetes Medium, um in ihr die Digitoninfallung 
nach Windaus vorzunehmen. So kann man unmittelbar gravimetrisch 
das freie Cholesterin im Alkoholextrakt bestimmen, oder aber nach 
Abfiltrierung desselben die im Filtrat zuriickgebliebenen Cholesterin- 
ester kolorimetrisch. Fir die uns interessierenden biologisch-medi- 
zinischen Fragestellungen schien dieses letzte Verfahren das geeignetere 
zu sein, da mittels desselben in kurzer Zeit eine gréBere Anzahl 
Bestimmungen bequem und leicht ausgefiihrt werden kann. 

Um gleichzeitig Gesamtcholesterin und Cholesterinester zu_be- 
stimmen, kann folgendermaBen vorgegangen werden: 2,5ccm Serum 
werden in einem entsprechenden MeBkolben mit Alkohol auf 50 ccm 
komplettiert, durchgeschiittelt und nach etwa 10 Minuten abfiltriert. 
In zweimal 5 cem Filtrat wird das Gesamtcholesterin, wie oben an- 
gegeben, bestimmt, wahrend in weitere zwei oder drei Reagenzréhren 
von etwas gréBerem Kaliber je 10 ccm Filtrat abgemessen werden. 
Diese Lésungen werden nun aufgekocht und mit 1 ccm einer 1 °,,igen 
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heiBen Digitoninlésung nach Windaus versetzt. Die Réhrchen werden 
hiernach von einem Tag zum anderen stehengelassen und dann vom aus- 
gefallten Cholesterindigitonid abfiltriert, mit Alkohol nachgespiilt und 
Filtrat und Spiilfliissigkeit in einem groBen Reagenzglas vereinigt. Man 
kénnte zunachst daran denken, die Cholesterinester in dem Trocken- 
riickstand der so erhaltenen alkoholischen Lésung unmittelbar zu be- 
stimmen. Dieses Verfahren ist jedoch nicht angingig, da die Gegenwart 
des iiberschiissigen Digitonins die Farbreaktion des Cholesterins stért. 
Man erhalt unter diesen Umstanden anstatt der sch6nen smaragdgriinen 
Farbe, die man zur Kolorimetrie benétigt, schmutzigbraune oder gar 
rétliche Farbténe, die mit der Standardlésung unméglich vergleichbar 
sind. Dies riihrt daher, daB das Digitonin mit Essigsiureanhydrid und 
Schwefelsiure selbst ein farbiges Produkt von rétlichem Farbton 
ergibt. Vor Ausfiihrung der Kolorimetrie muB also das iiberschiissige 
Digitonin unbedingt entfernt werden. Dies laBt sich so erreichen, dab 
man den Trockenriickstand der alkoholischen Lésung allmahlich mit 
Chloroform —- in dem das Digitonin unléslich ist — extrahiert, die 
erhaltenen Extrakte durch ein Hartfilter gehen laBt und sie in einem 
trockenen Reagenzglas vereinigt, das eine Marke bei 5ccm hat. Die 
erhaltene Chloroform-Lésung wird dann auf. dieses Volumen kon- 
zentriert und auf die beschriebene Weise kolorimetriert. Die so 
erhaltenen Mengen Cholesterinester entsprechen 10 ccm des ersten 
alkoholischen Filtrats und demnach 0,5 cem Serum. 

Wie wir neuerdings feststellen konnten, laBt sich dieses Verfahren 
noch etwas vereinfachen, indem das Abfiltrieren des ausgefallten 
Cholesterindigitonids wegfallen kann. Wir bringen jetzt einfach die 


Tabelle IV. 
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alkoholische Flissigkeit samt ausgefilltem Cholesterindigitonid zur 
Trockne — wobei jedoch eine iibermaBige Erhitzung des Gemisches 
zu vermeiden ist — und extrahieren den Riickstand auf die oben an- 
gegebene Weise. 

In der Tabelle IV sind die Resultate einer Anzahl Analysen ent- 
halten, die einen Vergleich der angegebenen Methode mit dem klassischen 
Verfahren von Windaus an denselben Serumproben erméglichen. 
Wie ersichtlich, iiberschreiten die Unterschiede niemals 5°, der be- 
stimmten Menge. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird gezeigt, daB bei Fallung einer gegebenen Menge Blut- 
serum mit mindestens dem 19fachen Volumen an Alkohol die Halfte 
des Filtrats praktisch die Halfte des im Serum vorhandenen Chole- 
sterins enthalt. Erwirmung des Gemisches wihrend der Extraktion 
und Atherzusatz verbessern die Resultate nicht. Auf Grund dieser 
Beobachtung wurde eine kolorimetrische Cholesterinbestimmung im 
Blutserum ausgearbeitet und beschrieben. 

2. Die angegebene Methode wird so erginzt, daB sie auch eine 
gesonderte Bestimmung des freien und esterifizierten Cholesterins im 
Serum erméglicht. 
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Uber den Lésungszustand des Cholesterins im Blutserum. 


Ill. Mitteilung: 
Uber die Beziehungen zwischen Cholesterin und Eiwei8kérpern. 


Von 
S. M. Neuschlosz. 


(Aus dem Zentraluntersuchungslaboratorium der Medizinischen Fakultat 
in Rosario de Sta. Fé., Argentinien.) 


(Eingegangen am 22. April 1930.) 


Im Verlauf der letzten Jahre ist es wiederholt und von verschiedener 
Seite behauptet worden, daB ein Teil des Cholesterins im Blutserum 
in einer an die EiweiBkérper und namentlich an das Globulin gebundenen 
Form vorhanden sei. 


Die Argumente, die die verschiedenen Autoren zur Begriindung der 
erwahnten Ansicht anfiihren, sind im wesentlichen die folgenden. Wie 
bereits in den friiheren Mitteilungen dieser Reihe erwihnt wurde, lat 
sich mittels Ausschiittelung des Plasmas mit Ather nur ein Teil des Chole- 
sterins extrahieren, was von Handovsky! und seinen Mitarbeitern so ge- 
deutet wird, da® der nicht mit Ather extrahierbare Cholesterinanteil in 
fester Form an das SerumeiweiB und namentlich an das Globulin ge- 
bunden sei. Diese Anschauung wird ferner dadurch unterstiitzt, dab, 
wie Handovsky und nach ihm auch Gardner und Gainsborough? zeigen 
konnten, beim Ausfillen der Serumproteine mit (H,N),SO, auch das 
Cholesterin mitgefallt wird, und wenn diese Fallung fraktioniert vor- 
genommen wird, es namentlich die Globulinfraktion ist, die einen groBen 
Teil des Cholesterins enthalt. © 


Uber die naihere Eigenart dieser Bindung von Cholesterin an Globulin 
wird von Handovsky nichts ausgesagt, wihrend Gardner und Gainsborough 
die Frage ausdriicklich offenlassen, ob es sich um eine chemische Ver- 
bindung im eigentlichen Sinne des Wortes oder aber um eine Adsorptions- 
bindung handelt. Die englischen Autoren gehen hierin sogar so weit, daB sie 
die Meinung aussprechen: ,,... but probably there is (in such complex sub- 
stances) really no sharp distinction between so called physical adsorption 
and chemical union of associated substances‘‘. Die in diesem Satze ent- 


1 Handovsky, Pfliigers Arch. 210, 63, 1925. 
2 Gardner u. Gainsborough, Biochem. Journ. 21, 141, 1927. 
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haltene Idee entspricht, wie man sieht, den in der letzten Zeit sich hiufenden 
Bestrebungen, die Grenzen zwischen Adsorption und chemischer Bindung 
immer mehr zu verwischen, und die zumindest in manchen Fallen wie 
auch in dem hier erérterten — unseres Erachtens entschieden zu weit 
gehen. Denn wenn wir auch annehmen miissen, daB chemische Bindung 
und Adsorption letzten Endes auf ahnlichen Prozessen beruhen und als Aus- 
wirkung interatomarer elektrischer Spannungen anzusehen sind, Andert 
dies nichts an der Tatsache, daS beide Vorgange in ihrer auBeren Er- 
scheinungsform doch ganzlich verschieden sein kénnen und in den meisten 
Fallen ohne Schwierigkeit auseinanderzuhalten sind. Vor allem miifte 
man unseres Erachtens nur dann von chemischer Bindung sprechen, wenn 
streng stéchiometrische Beziehungen zwischen den sich vereinenden Kérpern 
nachgewiesen oder zumindest nicht widerlegt worden sind. Hierzu reichen 
aber weder die Befunde von Handovsky noch die der englischen Autoren aus. 

Anders verhalt es sich aber mit einer weiteren Arbeit, die sich mit 
dem Cholesterin-Proteinproblem beschaftigt und die von den dinischen 
Autoren Troensgard und Koudal' stammt. Diese Forscher sind auf Grund 
ihrer Untersuchungen zu der Anschauung gelangt, daB ein Teil des Chole- 
sterins im Serum chemisch an das Globulin gebunden ist und stehen 
nicht hintan, das Cholesterin als prosthetische Gruppe des Serumglobulins 
anzusprechen. Diese Schlu8folgerung basiert hauptsachlich auf fol- 
gendem Versuch. Werden die SerumeiweiBkérper mit (H,N),SO, frak- 
tioniert und die einzelnen Niederschliige so lange mit Alkohol und Ather 
extrahiert bis die letzten Waschiliissigkeiten kein Cholesterin mehr er- 
halten, so bleibt in dem Globulinniederschlag immer noch eine gewisse 
Menge dieses Stoffes enthalten, die man durch Behandlung des Globulins 
mit Acetylchlorid in Freiheit setzen und nachweisen kann. Da durch die 
Acetylierung das Globulinmolekiil aufgespalten wird, schlieBen die genannten 
Autoren, daB8 das Cholesterin eines der Spaltprodukte besagten EiweiB- 
kérpers sei. Es muB hierbei jedoch hervorgehoben werden, da8 die von 
Troensgard und Koudal nachgewiesene und von ihnen als Cholesterin an- 
gesprochene Verbindung keine von den bekannten charakteristischen 
Reaktionen dieses Stoffes ergab, weshalb dieselbe als Acetylierungsprodukt 
des Cholesterins angesehen wird, und dies einzig und allein auf Grund der 
Elementaranalyse. 


Eine definitive Lésung der Frage nach den Beziehungen zwischen 
Cholesterin und SerumeiweiBk6érpern haben also die bisherigen Arbeiten 
iiber dieses Thema nicht erbracht. Eine weitere Klarung dieser Frage 
muSten wir aber um so mehr anstreben, als manche Einzelheiten der 
angefiihrten Arbeiten mit unseren eigenen, oben beschriebenen Be- 
funden im Widerspruch zu sein schienen. 

In der zweiten Mitteilung dieser Serie wurde gezeigt, daB beim 
Ausfallen der Serumeiwei8k6érper mit Alkohol das Cholesterin derart 
in das Filtrat iibergeht, daB ein aliquoter Anteil dieses letzteren dieselbe 
Cholesterinmenge enthalt wie das gleiche Volumen des entsprechend ver- 
diinnten Serums. Obwohl dieser Befund durchaus dafiir spricht, daB das 
gesamte Cholesterin des Serums mit Alkohol extrahierbar ist, schien 


1 Troensgard u. Koudal, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. phys. Chem. 153, 
111; 157, 162, 1926. 
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es doch wiinschenswert, diese Frage noch besonders zu untersuchen, 
da immerhin die Méglichkeit bestand, daB ein geringer Teil des Chole- 
sterins sich an den EiweiBniederschlag festheftete und von diesem nicht 
zu trennen wire. Um diese Frage zu entscheiden, haben wir eine Reihe 
von Versuchen an je 5cem Serum derart ausgefiihrt, daB wir dasselbe 
mit 95 cem Alkohol fallten, durchschiittelten und nach etwa 10 Minuten 
abfiltrierten. In den ersten 50 cem des Filtrats wurde das Cholesterin 
auf die in der zweiten Mitteilung angegebene Weise bestimmt. Dann 
wurde der Niederschlag im Filter mit 150 cem Alkohol nachgewaschen, 
die Waschfliissigkeit mit dem ibriggebliebenen Filtrat vereinigt und 
auf 200 ccm aufgefiillt. 20 cem dieser Lésung wurden in einem groBen 
Reagenzglas zur Trockne gebracht, der Riickstand in 5 cem Chloroform 
aufgenommen und kolorimetriert. Die so erhaltenen Cholesterinmengen 
betrachten wir als den mit Alkohol extrahierbaren Anteil dieses Stoffes. 
In der zweiten und vierten Spalte der Tabelle I sind die entsprechenden 
Werte fiir acht Sera zusammengestellt. Die Zahlen dieser Spalten 
bedeuten Milligramme, wahrend die der dritten und fiinften Spalte 
dieselben Cholesterinwerte, aber auf 1000ccm Serum umgerechnet 
enthalten. Nach Beendigung der Alkoholextraktion wurde der Nieder- 
schlag samt Filter bei 110° getrocknet und in einem Mikroextraktor 
nach Ling! wahrend einer Stunde mit Chloroform extrahiert. Am 
SchluB wurde der Chloroformextrakt auf 5 ccm eingeengt und in dem- 
selben das Cholesterin ebenfalls kolorimetrisch bestimmt. Die er- 
haltenen Zahlen sind aus den letzten zwei Spalten der Tabelle I er- 
sichtlich. 
Tabelle I. 





Cholesterin 











Gefunden in der ersten Gefunden im Rest Gefunden 





Serum Halfte des alkoholischen des alkoholischen im Chloroformextrakt 
Filtrats Extraktes des Niederschlags 
0 | 0 0 

Nr. mg des Serums mg des Serums mg des Serums 

1 4,60 1,84 4,60 1,84 0,2 0,04 

2 5,80 2,33 5,99 2,35 0,0 0,00 

4,80 1,92 4,95 1,98 0,8 0,16 

4 4,10 1,64 4,00 1,60 0,3 0,06 

5 4,70 1,88 5,00 2,00 | 0.4 0,08 

6 4,45 1,78 4,59 1,80 0,2 0,04 

7 4,95 1,98 5,22 2,09 0,0 0,00 

8 4,45 1,78 4,15 1,66 0,3 0,06 


Auf Grund des Ergebnisses der acht Versuche, die wir auf diese 
Weise ausfiihrten, kénnen wir folgendes aussagen: Die erste Hilfte 


1 Ling, Journ. of biol. Chem. 76, 36, 1928. 
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des alkoholischen Filtrats enthalt stets annihernd dieselbe Cholesterin- 
menge wie der Rest des Alkoholextrakts. Der mit Alkohol ausgezogene 
Niederschlag enthalt stets nur Spuren von mit Chloroform extrahier- 
barem Cholesterin, die nur in einem Falle (Serum Nr. 3) 8°, des Gesamt- 
serumcholesterins erreichen, sonst aber immer unterhalb 5°, bleiben. 
Es scheint uns daher in hohem Grade wahrscheinlich, da wir in allen 
Fallen Cholesterinfreiheit des Niederschlags erreicht hatten, wenn die 
Alkoholextraktion noch linger fortgesetzt worden wire. Dab dies 
prinzipiell méglich ist, geht aus den zwei Versuchen (Nr. 2 und 7) 
hervor, in denen wir im mit Alkohol ausgezogenen Niederschlag tat- 
sachlich kein Cholesterin vorfanden. 

Gegen die Beweiskraft dieser Versuche im Sinne der vollkommenen 
Alkoholextrahierbarkeit des Serumcholesterins kénnte jedoch ent- 
sprechend den Anschauungen von T'roensgard und Koudal der Einwand 
erhoben werden, dab im EiweiBniederschlag auch nach der Chloroform- 
extraktion noch eine gewisse Menge Cholesterin zuriickbliebe, die 
infolge ihrer chemischen Bindung an die Globuline ihre Léslichkeit in 
Chloroform eingebiBt hatte. Um diesen Einwand zu priifen, haben 
wir bei einer Reihe von Seren den EiweiBniederschlag nach der Alkohol- 
und Chloroformextraktion etwa 2 Stunden lang mit einer 25 , igen 
Lésung von NaOH gekocht. Das Ergebnis dieser Hydrolyse war eine 
volikommen homogene, leicht gelbliche Flissigkeit, die wir dann in 
einen Schiitteltrichter iiberfiihrten und dreimal nacheinander mit dem 
Doppelten ihres Volumens an Chloroform ausschiittelten. Die drei 
Chloroformausziige wurden vereinigt, auf 5 ccm eingeengt und in ihnen 
die Cholesterinreaktion nach Liebermann ausgefiihrt. Denn obwohl 
die von Troensgard und Koudal als Cholesterin angesprochene Substanz 
diese Reaktion — angeblich infolge der stattgehabten Acetylierung — 
nicht gab, wissen wir, daB die Verseifung mittels NaOH das Chole- 
sterinmolekiil nicht angreift, so daB es auch weiterhin genannte Reaktion 
zu geben imstande ist. Bei den drei Seren aber, die wir auf diese Weise 
behandelten, verlief die Liebermannsche Reaktion stéts negativ, was 
wir als Beweis dafiir ansehen, da die Alkohol-Chloroformextraktion 
in der Tat vollstandig war und daB im Riickstand auch nicht Spuren 
von Cholesterin zuriickblieben. Die bei diesen Versuchen erhaltenen 
Zahlen sind in der linken Hialfte der Tabelle II ersichtlich. 

Anders fielen jedoch die Versuche aus, wenn wir entsprechend 
dem Vorgehen von Troensgard und Koudal das Serum zuerst mit 
(NH,).S0O, fallten. Um die EiweiSkérper in ihrer Gesamtheit zu fallen, 
fiigten wir zu 5 bis 10 ccm Serum die gleiche Menge einer gesattigten 
(NH,).S80,-Lésung in n/5 HCl. Das Gemisch wurde gut durchgeschiittelt 
und nach einigen Stunden filtriert. Der Niederschlag wurde zuerst 
mit 250 ccm Alkohol und dann mit Chloroform so lange extrahiert, 
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bis die letzte Portion dieser Fliissigkeit die Liebermannsche Reaktion 
nicht mehr gab. Dann wurde der Riickstand in der oben angegebenen 
Weise mit NaOH hydrolysiert und nochmals mit Chloroform aus- 
gezogen. Aus den Ergebnissen dieser Versuche, die in der rechten Halfte 
der Tabelle II zusammengestellt sind, geht hervor, daB hier nach der 
Hydrolyse des EiweiBniederschlags sich stets eine gewisse — wenn 
auch kleine — Cholesterinmenge vorfand, die vor der Hydrolyse nicht 
extrahiert werden konnte. 

Hiernach scheint sich also der Befund von T'roensgard und Koudal 
im wesentlichen doch zu bestatigen. Dab aber das vor der Hydrolyse 
nicht extrahierbare Cholesterin tatsichlich als chemisch gebunden 
angesehen werden mu, ist hierdurch noch nicht bewiesen und scheint 
uns sogar in hohem Grade unwahrscheinlich, denn eine Anzahl Um- 
stinde weisen darauf hin, daB es sich hierbei vielmehr um eine rein 
physikalische Adsorption handelt. In diesem Sinne sprechen vor 
allem die groBen Unterschiede, die zwischen den Mengen des an Eiweib 
gebundeaen Cholesterins von einem Serum zum anderen bestehen. 
Auch der Umstand, daB nach der Fillung des Serums mit Alkohol 
kein an EiweiB gebundenes Cholesterin nachweisbar ist, diirfte schwer zu 
erkliren sein, wenn wir annehmen, da diese Bindung chemischer 
Natur sei. Hingegen lassen sich diese Befunde ohne Schwierigkeit 
auf Grund der Annahme deuten, daB es sich lediglich um eine physika- 
lische Vereinigung handele, die etwa so zustande kommen kénnte, daB 
der bei der Ausfallung der Eiweiikérper entstehende Niederschlag 
eine gewisse Menge Cholesterin in sich einschlésse, welche auf diese 
Weise der Wirkung der Lipoidextraktionsmittel so lange entzogen 
bliebe, bis infolge der Hydrolyse die ganze Masse sich in eine homogene 
Fliissigkeit umwandelt. Es ist auch verstaindlich, daB bei der Alkohol- 
fillung des Serums sich keine derartigen ,,Cholesterineinschliisse“ 
bilden, da der Alkohol das Cholesterin nee auflést und aus dem 
Bereiche der sich bildenden EiweiBkoagula entzieht. 

Um diese zunichst nur hypothetische Erklirungsweise besser zu 
begriinden, haben wir eine weitere Reihe von Versuchen ausgefiihrt, 
in der wir das gegenseitige Verhalten von Proteinen und Cholesterin 
bei der Verwendung verschiedener Eiweiffaillungsmethoden unter- 
suchten. In der Versuchsreihe, deren Resultate in der Tabelle III 
zusammengestellt sind, haben wir Proben desselben Serums auf vier 
verschiedene Arten enteiweiBt, wobei jede Methode parallel an zwei 
Serumproben zu je 5ccm zur Anwendung kam. Die verwendeten 
EnteiweiBungsmethoden waren die folgenden: A. (Proben Nr. 1 und 2). 
Das Serum wurde zehnfach mit isotonischer Kochsalzlésung verdiinnt 
und eine halbe Stunde lang in ein kochendes Wasserbad gestellt. Hier- 
nach wurde filtriert und das Cholesterin sowohl im Filtrat wie im 


a” 


136 S. M. Neuschlosz: 


Koagulum bestimmt. Letzteres wurde hier zuerst mit Alkohol, dann 
mit Ather erschépfend ausgezogen und zuletzt mit NaOH hydrolysiert, 
um mit dem Hydrolysat auf die oben angegebene Weise vorzugehen. 
B. (Proben Nr. 3 und 4). Das Serum wurde mit (NH,),SO,— in Sub- 
stanz —- gesittigt und auf die friiher beschriebene Art weiter behandelt. 
C. (Proben Nr. 5 und 6). Das Serum wurde aufs Doppelte verdiinnt 
und mit dem gleichen Volumen 25°. iger Trichloressigsiure gefiallt. 
Die weitere Aufarbeitung des Materials war ahnlich wie nach der 
Fallung mit Ammoniumsulfat. D. (Proben Nr.7 und 8). Zu 5ccem 
Serum wurden 5 ccm Wasser, 10 ccm 4°,ige HCl und 10 cem ges. Hg Cl, 
hinzugefiigt (EiweiBfallung nach Schenck). Das Gemisch wurde durch- 
geschiittelt und 24 Stunden lang stehengelassen. Nachher wurde 
ebenso verfahren wie in den iibrigen Versuchen. 

Die erhaltenen Versuchsergebnisse waren im wesentlichen die 
folgenden: Bei der Ausfallung der EiweiBkérper reiBen diese fast immer 
die Gesamtmenge des Cholesterins mit sich. Eine Ausnahme hiervon 
bildet nur die Hitzekoagulation, wobei ein kleiner Teil des Cholesterins 
ins Filtrat iibergeht. Dieses enthalt unter solchen Umstanden auch 
Lecithin, das offenbar als Schutzkolloid des in Lésung gebliebenen 
Cholesterins wirkt. In simtlichen anderen Fallen war das enteiweibte 
Filtrat auch cholesterinfrei. Nichtsdestoweniger konnte bei der Extrak- 
tion des EiweiBniederschlags mit Alkohol und Ather nur ein Teil des 
im Serum urspriinglich vorhandenen Cholesterins aufgefunden werden. 
Der nicht extrahierbare Cholesterinanteil erwies sich aber verschieden 
groB, je nach dem verwendeten Fillungsverfahren, was natiirlich 
nicht der Fall sein kénnte, wenn es sich hierbei um eine richtig gehende 
chemische Verbindung zwischen EiweiBkérpern und Cholesterin handeln 
wurde. Auch bei Verwendung desselben Verfahrens war die im Nieder- 
schlag zuriickgehaltene Cholesterinmenge nicht konstant, was ebenfalls 
im Sinne einer mehr zufalligen ,,Okklusion’ gedeutet werden kann. 

Die groBen Unterschiede, die zwischen den im Niederschlag zuriick- 
gehaltenen Cholesterinmengen bei den verschiedenen Fallungsmethoden 
bestehen, lassen sich leicht erkléren, wenn wir nur die Charaktere der 
einzelnen EiweiBbniederschlige beriicksichtigen. So erhalt man bei der 
Hitzekoagulation eines verdiinnten Serums eine schwammige Masse, 
die offenbar verhaltnismaBig leicht von dem Lipoidextraktionsmittel 
durchdrungen werden kann. Auch der durch Ammoniumsulfat 
hervorgerufene EiweiBniederschlag scheint ziemlich fein struktuiert zu 
sein und diirfte demnach eine ausgedehnte Angriffsflache fiir die 
Extraktionswirkung darbieten. In diesem Falle werden die Verhaltnisse 
aber dadurch kompliziert, daB bei der Behandlung des Niederschlags 
mit Alkohol eine Fallung en masse von Ammoniumsulfat stattfindet, 
welches das Vordringen der Extraktionsmittel erschwert. Hingegen 
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ist der bei Fallung nach Schenck entstehende Eiweibniederschlag von 
vornherein ungemein massiv und undurchdringlich, wodurch die Chole- 
sterinextraktion aus diesem Niederschlag fast unméglich gemacht wird. 

Unerwaihmt lieBen wir bisher das Schicksal, das das Cholesterin 
nach der Fallung mit Trichloressigsiure erfahrt. Nach Verwendung 
dieses Verfahrens kann namlich der gréBte Teil des Cholesterins in 
keiner der besprochenen Fraktionen wiedergefunden werden. Es 
scheint uns wahrscheinlich, daB unter der EKinwirkung dieses Fallungs- 
mittels das Cholesterin irgendwie zerstért oder zumindest derart ver- 
andert wird, daB es die von uns angewandte Liebermannsche Reaktion 
nicht gibt. Eine naihere Untersuchung dieser Frage hat jedoch fiir 
unsere Fragestellung keine weitere Bedeutung. 

Unsere Versuche zeigen also, daBb die Beziehungen zwischen dem 
Cholesterin und den Serumeiweibkérpern nicht auf einer chemischen 
Verbindung beruhen, sondern rein physikochemischer Natur sind, 
indem das Eiweif als Schutzkolloid fiir das Cholesterin auftritt. Hierbei 
mubte nun gefragt werden, wie es sich mit der Vorzugsstellung, die 
nach den verschiedenen Autoren innerhalb dieser Verhiltnisse den 
Globulinen zukommt, verhalt. Um diese Frage zu untersuchen, haben 
wir eine Reihe von Seren entsprechend dem klassischen Verfahren mit 
(NH,),.SO, fraktioniert. In der Versuchsreihe, auf die sich die Ta- 
belle IV bezieht, sind zu jedem Versuch 10 cem desselben Serums ver- 
wendet worden, wobei eine Probe mit (N H,).SO, in Substanz ge- 
sittigt, die zweite erst gesittigt, dann mit Wasser bis zur Halbsattigung 
verdiinnt, und die dritte sofort halb gesittigt wurde. Die Bestimmung 
des Cholesterins in den einzelnen Fraktionen erfolgte auf dieselbe 
Weise wie in den vorhergehenden Versuchen. 

Die mitgeteilten Zahlen zeigen nun, dab, waihrend nach Ganz- 
sittigung das Filtrat vollkommen choletserinfrei ist, nach Halbsittigung 
etwa die Halfte des Cholesterins in das albuminhaltige Filtrat iibergeht. 
Es ist also nur ein Teil des Cholesterins, das mit den Globulinen nieder- 
geschlagen wird, waihrend der Rest, offenbar durch das Albumin ge- 
schiitzt, in Lésung bleibt. Sehr merkwiirdig ist ferner der Befund, daB 
die Alkohol-Atherextraktion des Cholesterins aus dem Gesamteiweil- 
niederschlag nach Sattigung viel vollstandiger vonstatten geht als aus 
dem Globulinniederschlag, der nach Halbsattigung erhalten wird. 
Es scheint also, daB die Fixation des Cholesterins an den reinen Globulin- 
niederschlag wesentlich fester ist als an das gemischte, aus simtlichen 
EiweiBkérpern bestehende Prazipitat. Wie bereits oben erwahnt 
wurde, glauben wir, daB diese Fixierung in Form einer Adsorption 
wahrend der Fallung selbst vor sich geht. In diesem Sinne spricht auch 
der groBe Unterschied, der zwischen den fixierten Cholesterinmengen 
in den Versuchen 2 und 3 besteht. Im Versuch 2 wurde, wie erwahnt, 
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das Serum zuerst mit (NH,),SO, gesattigt und dann mit Wasser auf 
Halbsattigung verdiinnt. Hier bildete sich also zunachst ein gemischter, 
aus Albumin und Globulin bestehender Niederschlag, aus welchem 
nachtriglich das Albumin wieder in Lésung ging. Und tatséchlich 
finden wir, daB in diesem Falle die vom Niederschlag gebundene und 
erst nach der Hydrolyse extrahierbare Cholesterinmenge wesentlich 
kleiner ausfiel als bei der reinen Globulinfallung. 

Auf Grund derselben Uberlegungen kénnen auch die in der 
Tabelle V zusammengestellten Befunde erklirt werden. Die Versuche 1 
und 3 dieser Serie entsprechen denen der Tabelle IV und ergeben auch 
im wesentlichen analoge Resultate. In den Versuchen 2 und 4 wurde 
die Fallung ebenso ausgefiihrt wie bei Versuch 1 bzw. 3, jedoch wurden 
die erhaltenen Niederschlige nicht unmittelbar mit Alkohol und Ather 
extrahiert, sondern erst in 10 ccm Wasser aufgelést und dann mit 
190 cem Alkohol gefallt. Wie ersichtlich, bleibt unter diesen Bedingungen 
kein Cholesterin an den Niederschlag fixiert; das bei der Fallung mit 
(NH,),SO, adsorbierte Cholesterin wird bei der Auflésung der Eiweif- 
kérper in Wasser wieder in Freiheit gesetzt. Auch dieser Befund be- 
weist, daB die Fixierung des Cholesterins an die Proteine eng mit 
der Niederschlagsbildung zusammenhangt. 


Tabelle IV. 


Verwendete Serummenge in jedem Versuch: 10 ccm. Cholesteringehalt: 
17,8 mg. 





Zuerst gesittigt, 
dann auf Halb- Halb gesittigt 
sittigung verdiinnt 


Mit Ammonium- 


Aufgefunden sulfat gesittigt 


Im Filtrat P of ,~ . of 
Im Niederscblag - . a on ee oP gr ue 
Im Hydrolysat “ o/8 ss of” yd of 
non Loge | ase | ae 


Im fiinften Versuch, auf den sich die Tabelle V bezieht, wurde das 
Serum zuerst halb gesattigt und das erhaltene Filtrat dann mit (N H,),SO, 
in Substanz zur Sattigung gebracht. Der so entstandene reine Albumin- 
niederschlag fixierte dann auch eine gewisse Cholesterinmenge, die 
aber kleiner war als die von dem entsprechenden Globulinniederschlag 
gebundene Menge. Es scheint daher, dab die von Globulinniederschlagen 
gebundene Cholesterinmenge tatsichlich immer gréBer ist als die, 
welche gemischte oder reine Albuminniederschlage fixieren, doch ist 
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dieser Unterschied nur quantitativ und diirfte mit den physikalischen 


Eigentiimlichkeiten und namentlich mit der KorngréBe 
schiedenen Niederschlige zusammenhangen. 


Tabelle V. 


Cholesteringehalt : 


9,5 mg. 


Verwendete Serummenge in jedem Versuch: 
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der ver- 


5 ecm. 








Aufgefunden 


Im Filtrat nach Sattigung 


Im Filtrat nach Halb- 
sattigung - -- + 


Im Nisdersching nach 
Sattigung tie 


Im Niederschlag nach 
Halbsattigung ae 


Im Hydrolysat des Sitti- 
gungsniederschlags 


Im Hydrolysat des Halb- 
sittigungsniederschlags 


Insgesamt- - + + + 


Tabelle VI. Verwendete Fliissigkeitsmenge in jedem Versuch: 5 ccm. 
Cholesteringehalt : 


Ges&ttigt mit 
Ammoniumsulfé at 


z 
OL 
z 

A. 





Omg 


8,3 mg 
87 % 


0,9 mg 
16% 


9,2 mg 
a7 0 
97% 


Nr. 2 







hlag wird in 10¢ 





250 cem komplettiert 


9.3 mg 
98 ® 


0 mg 
je 


9.3 mg 
98 % 


mit 


gezogen 


3,4 mg 


36 ° 


3.4 mg 


36 %, 


2.3 meg 


24 % 


9,1 mg 
96 % 


3.88 mg. 





Der Niederschl: 







g wird in 1l0¢ 


lalb gesittigt 


Ammoniumsulfat 


Al- 


lettiert 





ecm komy 
+ Niederschlag wird mit 


3.8 mg 
40 » * 


5.5 mg 
5S O% 


Omg 
0% 
9.3 mg 
98 % 








und Ather 






ausgezogen 





Niederse} 





zweite 


= 
=< 
uZ 


18mg 
19% 
2.6 mg 


27 


o 
1.6 mg 
17 o 
3.0 mg 


290 
32 % 


9,0 mg 
95%, 





Nach Sattigung mit Ammonium- 


sulfat im Filtrat aufgefunden 


Aus dem Niederschlag mit Alkoho . 
und Ather extrahiert . 


Im Hydrolysat des niamerees lags 


aufgefunden - 


Insgesamt - 


3,65 mg 
94% 


017 mg 
4% 


3,82 mg 
98 % 





extrahiert 
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Die in der Tabelle VI zusammengestellten Versuche erteilen unseren 
Anschauungen eine noch gréBere Wahrscheinlichkeit. Es handelt 
sich hier um Versuche, die an einem kiinstlichen Gemisch von Albumin 
und Cholesterin ausgefiihrt wurden, das entsprechend dem in der 
ersten Mitteilung angegebenen Verfahren hergestellt worden war. 
Beim Ausfallen des Albumins mit gesattigtem (NH,),.SO, wird das 
Cholesterin in diesen Gemischen ebenso mitgerissen wie beim Serum. 
Beim Ausziehen des Niederschlags mit Alkohol und Ather finden wir 
dann auch hier eine gewisse Menge fixiertes Cholesterin, das in diesem 
Falle offensichtlich nur ein durch Adsorption bei der Fallung ent- 
standenes Kunstprodukt sein kann. 


Zusammenfassung. 


Es wird gezeigt, daB die von Troensgard und Koudal angegebene 
CholesterineiweiBverbindung nicht nachgewiesen werden kann, wenn 
das Serum mit Alkohol gefallt wird, sondern nur, wenn die EnteiweiBung 
mit einem Reagens vorgenommen wird, das die Lipoide nicht auflést. 
Die Menge des an die Proteine gebundenen Cholesterins wechselt — 
auch bei demselben Serum — je nach der zur EnteiweiBung gebrauchten 
Methode. Reine Globulinniederschlige ,,fixieren‘‘ mehr Cholesterin 
als solche, die aus Albumin oder beiden EiweiSkérpern bestehen. Der 
Unterschied ist jedoch nur quantitativ. Eine Fixierung des Cholesterins 
erfolgt auch, wenn ein kiinstliches Gemisch von Albumin und Chole- 
sterin durch gesattigtes Ammoniumsulfat gefallt wird. 
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Uber die Aktivierung von Insulin’. 
Untersuchungen an kristallisiertem Insulin. 


Von 
H. Jensen und A. M. De Lawder. 


(Aus dem pharmakologischen Laboratorium der Johns Hopkins Universitat, 
Baltimore, Md., U.S. A.) 


(Eingegangen am 6. Juni 1930.) 


Einleitung. 


In Verbindung mit einigen Versuchen iiber die Adsorption von 
Insulin an Kohle (1) interessierte uns auch die Frage, ob es méglich 
sei, Insulin durch Zugabe von gewissen Substanzen zu aktivieren. 
Versuche in dieser Richtung sind von Vogt (2), Bertram (3) und in der 
Hauptsache wohl von Halpern und Glaser (4) ausgefiihrt worden. 

Vogt (2) stellte fest, daB die Wirkung des Insulins durch Zugabe 
von Serum, das unmittelbar vor der Menstruation gewonnen wird, 
maximal gesteigert wird. Er erhielt ebenfalls Aktivierung durch Zugabe 
von weiblichen Sexualhormon zum Insulin und ebenso durch Be- 
strahlung von Insulin spit kiinstlicher Héhensonne. Wir kommen auf 
diese Versuche spater zuriick. Bertram (3) fand, daB Zusatz von EiweiB- 
kérpern und vor allem von Serum zum Insulin bei intramuskularer 
und subkutaner Injektion zu einer wesentlichen Verstairkung der 
Insulinwirkung fiihrt. Bei intravenéser Injektion der InsulineiweiB- 
gemische bleibt allerdings die Verstaérkung aus. Bertram kommt auf 
Grund seiner Versuche zu der Uberzeugung, da® die Verstarkung der 
Insulinwirkung bei der intramuskuléren und subkutanen Injektion 
seiner InsulineiweiBgemische durch eine Anderung der Resorptions- 
verhaltnisse hervorgerufen wird. Man kann somit wohl nicht von einer 
eigentlichen Aktivierung des Insulins sprechen. Es ist leicht einzusehen, 
daB Resorption nach subkutaner Injektion um so schneller eintreten 


1 Diese Untersuchung wurde mit Mitteln der ,,Carnegie Foundation‘ 
ausgefiihrt. 
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wird, je reiner die Insulinpraparate sind. Wir haben in diesem Labora- 
torium sehr haufig beobachtet, da der maximale Effekt nach Ein- 
spritzung von Lésungen kristallisierten Insulins friiher eintritt und 
schneller abklingt als bei manchen amorphen Handelspriparaten. Es 
ist daher auch méglich, daB durch Zugabe von EiweiBkérpern und 
anderen Substanzen zu den verschiedenen Insulinpraparaten die 
Wirkungsdauer des Insulins verlangert und somit eine Aktivierung des 
Insulins vorgetéuscht wird. Dies diirfte wohl auch die Erklarung fiir 
die Befunde von Vogt sein. Wir haben versucht, kristallisiertes Insulin 
und ein Handelspriparat (letin von Eli Lilly) durch Zugabe von 
Serum zu aktivieren. Dabei wurde jedesmal Insulin plus Serum mit 
demselben Insulin ohne Serum verglichen. Wie man aus den Tabellen I 
bis IV ersehen kann, konnte eine eigentliche Aktivierung der Insulin- 
priparate nicht beobachtet werden. 

In ihrer ersten Mitteilung geben Glaser und Halpern (4a) der Auf- 
fassung Ausdruck, daB Insulin zu der Klasse der Fermente zu rechnen 
sei und daB es in der Pankreasdriise zum Teil in inaktiver Form vorliege. 
Durch Einwirkung von gewissen Aktivatoren, die als eine Art von 
Coferment wirken sollen, wird Insulin angeblich aktiviert. Sie fanden 
unter anderem, daB die Kinase aus dem Diinndarm bei py 7,3 bis 7,8 
sehr stark aktiviert. In der zweiten Mitteilung geben Glaser und 
Halpern (4b) an, daB Insulinpraiparate auch durch Zugabe von Hefe- 
preBsaft aktiviert werden kénnen. 

Da es bis heute nicht gelungen ist, eine von der Zellstruktur un- 
abhangige Wirkung des Insulins auf die Teilreaktionen des Kohlen- 
hydratstoffwechsels nachzuweisen, liegt kein Grund vor, Insulin den 
Charakter eines Ferments im gewéhnlichen Sinne des Wortes zuzu- 
sprechen. Es sei in diesem Zusammenhang nur erwahnt, daB man 
Insulin fiir eine Stunde mit n/10 Salzséure im siedenden Wasserbad 
erhitzen kann, ohne daB die Aktivitat wesentlich verringert wird (5). 
Dieses Verhalten von Insulin steht im scharfen Gegensatz zu der Thermo- 
labilitat der Glieder der Fermentklasse. Selbst wenn es, wie Glaser 
und Halpern behaupten, Substanzen gibt, die Insulin in eine starker 
wirksame Form iiberzufiihren vermdégen, so ist es nicht ohne weiteres 
angingig, diese Vorginge mit der Aktivierung eines Proferments in 
Parallele zu setzen. Es wire ferner recht seltsam, wenn diese Coferment- 
funktion von so verschiedenartigen Substanzen wie Enterokinase, 
Oxydase aus Knochenmark und HefepreBsaft ausgeiibt werden sollte. 
Wahrscheinlicher ist, daB es sich um Effekte von ganz unspezifischem 
Charakter handelt. Ferner muB die Méglichkeit in Betracht gezogen 
werden, daB die Wirkung der ,,Aktivatoren’ in den Versuchen von 
Glaser und Halpern sich weniger auf das Insulin als solches, sondern 
auf die beigemengten Verunreinigungen bezog, etwa im Sinne einer 
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Ablenkung von Affinitaten, welche die wirksamen Gruppen des Insulis- 
molekiils blockierten. Wir méchten darauf hinweisen, daB die von 
Halpern und Glaser verwendeten Insulinpriparate zum Teil auBer- 
ordentlich stark verunreinigt gewesen sein miissen. So wurde durch 
Injektion von 60 mg (') eines nicht aktivierten Insulinpraparats (Phiag) 
eine Blutzuckersenkung von nur 0,05°,, erzielt (von 0,15 mg-°,, auf 
0,10 mg-°,,)! In anderen Fallen (Insulin Chemosan) wurden Dosen 
von 10 mg verwendet. Demgegeniiber arbeiteten wir mit Dosen von 
1/49 bis 4/59 mg kristallisierten Insulins, welche zum Teil vollauf ge- 
niigen, den Blutzucker der Versuchstiere bis auf die Krampfgrenze 
herabzudriicken. Die oben angefiihrten Praparate der Wiener Autoren 
kénnen also bestenfalls 0,4 bis 2,4°,, reines Insulin enthalten haben. 
Es eriibrigt sich nach dieser Gegeniiberstellung darauf hinzuweisen, 
wie bedenklich és ist, aus Resultaten, welche mit so stark verunreinigtem 
Material erhalten wurden, verallgemeinernde Schliisse auf die Natur 
und Wirkungsweise des Hormons zu ziehen. 


Im Gegensatz zu Glaser und Halpern finden wir, daB weder Entero- 
kinase noch HefepreBsaft imstande sind, Insulin zu aktivieren. Wir 
haben versucht, sowohl kristallisiertes Insulin wie auch ein Handels- 
praparat (Iletin von Eli Lilly) durch Zugabe dieser Substanzen zu 
aktivieren. Wie man aus den Tabellen V bis XII ersehen kann, ist eine 
Aktivierung des Insulins nicht zu beobachten. Die Tabellen sind im 
experimentellen Teile naher erliutert. 


Im Zusammenhang mit diesen Ausfiihrungen méchten wir auch 
auf eine Abhandlung von Glaser und Halpern (6), die sich mit der Zu- 
sammensetzung des Insulins und seinen Beziehungen zu Fermenten 
und Aktivatoren beschaftigt, kurz eingehen. Die dort von diesen 
Forschern gemachten Angaben iiber die Zusammensetzung des Insulins 
diirften wohl in Frage gestellt sein lurch die waihrend der letzten Jahre 
in den verschiedenen Laboratorien erzielten Resultate, die mit sehr 
gereinigten Handelspraparaten und kristallinischem Insulin erhalten 
wurden. Warum Glaser und Halpern auf diese Arbeiten, die ihnen 
zurzeit der Veréffentlichung ihrer Abhandlung bekannt gewesen sein 
muBten, tiberhaupt nicht eingehen, ist uns unklar. Zweifellos haben 
Glaser und Halpern mit sehr unreinen Praparaten gearbeitet, woraus 
sich vielleicht einige von ihnen gemachte Behauptungen erklaren. 
Im Gegensatz zu diesen Untersuchungen wurde gefunden, daB Insulin 
eine positive Biuretreaktion gibt und ebenso, daB es verhaltnismabig 
groBe Mengen Tyrosin enthalt (7). Das von den Wiener Autoren be- 
hauptete Vorhandensein von Peroxydasen und Aldehydrasen im Insulin 
ist gleichfalls auf die Unreinheit der von ihnen angewandten Praparate 
zuriickzufiihren. 
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‘ Experimenteller Teil. 


Aktivierung von Insulin durch Serum. 


Die Versuche tiber die Aktivierung von Insulin durch Zugabe von 
Serum wurden gemif den Angaben von Bertram (3) ausgefiihrt. Insulin 
wurde mit Kaninchenserum vermischt und entweder sofort injiziert oder 
das Gemisch vor der Injektion 22 Stunden bei 0° stehengelassen. In beiden 
Fallen wurde dieselbe Wirkung auf den Blutzucker beobachtet. Es wurde 
auf 1 mg kristallisiertes Insulin ungefahr 6 ccm Serum und auf 0,5 cem 
Iletin (10 Einheiten) ungefahr 4,5 cem Serum angewandt. Die mit Serum 
vermischten Insulinpriparate wurden mit denselben Insulinpriéparaten 
ohne Serum verglichen unter Anwendung derselben MeBtechnik, die von 
Jensen, Wintersteiner und Geiling (8) bei der Standardisierung von kristalli- 
siertem Insulin benutzt wurde. Die Reaktion der Insulinlésungen lag 
zwischen pq 7,3 bis 7,8. Wie man aus den Tabellen I bis IV ersehen kann, 
war eine Aktivierung des Insulins in keinem Falle zu beobachten. 


Tabelle I. 


Kristallisiertes Insulin: 1 mg gelést in 12ccm m/15 Na, H PQ,. 





Mu , Blutzucker 
weenie ’ i Menge Gegebene 
Kaninchen Gewicht . + 


pro kg Menge Anfang 11), Std. 3 St. 5 Std. 
mg pro mg pro Ing pro mg pro 
Nr. kg mg ecm 100 cem 100 cem 100 cem 100 ecm 
60 2,15 Wao 0,65 112 43 Krampfe 
7 2,00 0,60 129 56 61 86 
97 1,78 0,53 103 38 Kram pfe 
83 1,55 0,47 106 61 59 85 
49 1,57 liso 0,31 114 67 72 89 
22 2,02 0,40 110 53 69 87 
21 2,05 0,41 101 40 54 101 
17 2,27 0,45 128 67 90 98 
72 1,50 169 0,30 107 51 a 83 
73 1,40 0,28 126 62 73 89 
74 1,45 0,29 114 49 71 98 
75 1,60 * 0,82 135 53 73 100 


Aktivierung von Insulin durch Enterokinase. 


Die Versuche mit Enterokinase wurden nach den Angaben von Glaser 
und Halpern (4a) wiederholt. Die Enterokinase! wurde nach dem Ver- 
fahren von Waldschmidt-Leitz (9) dargestellt und deren Wirkungswert 
bestimmt. Auf 1 mg kristallisiertes Insulin wurde ungefahr 20 mg Entero- 
kinase und auf 0,5 cem Iletin (10 Einheiten) ungefahr 40 mg Enterokinase 
angewandt. Die Reaktion der Insulinlésungen wurde zwischen pg 7,3 
bis 7,8 gehalten. Auch hier wurden die mit Enterokinase behandelten 
Insulinpraparate mit denselben unbehandelten Priéparaten nach dem im 
vorhergehenden Abschnitt angegebenen Verfahren verglichen. Es wurde 
gefunden, da®B Enterokinase als solche keine Wirkung auf den Blutzucker 


1 Wir sind der ,,Digestive Ferment Company“ in Detroit, Michigan 
fiir die Beschaffung des Ausgangsmaterials zu Dank verpflichtet. 
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ausiibt. Die Versuchsdaten werden zwecks Raumersparnis nicht angegeben. 
Der Wirkungswert der Insulin-Enterokinasegemische war derselbe wie 


der des reinen Insulins (Tabellen V bis VIII). 


Tabelle II. 


Kristallisiertes Insulin plus Serum. 





— = Menge Gegebene |——— 
Kaninchen Gewicht 


pro kg Menge 

mg pro 

Nr kg mg ecm 100 ecm 
3 2,32 Weg 0,70 108 
87 1,72 0,52 103 
54 1,67 0,50 118 
2 1,85 0,56 104 
62 2,00 | eo 0,80 119 
52 1,67 0,67 108 
95 1,87 0,75 108 
45 1,60 0,64 119 
76 1,50 Veo 0,60 119 
77 1,35 0,54 135 
78 1,67 0,67 114 
79 1,37 0,55 136 


Tabelle I11. 


A nfang 


Blutzucker 
11/j,Std. | 3Std. 
mg pro mg pro 
100 cem 100 cem 

49 54 
38 52 
59 68 
36 Kram pfe 
67 63 
71 78 
67 63 
56 47 
44 64 
5D 71 
67 74 
55 73 


Insulin (Lilly), 20 Einheiten pro Kubikzentimeter. 
10cem mit m/15 Na,HPO,-Lésung. 


5 Std. 


mg pro 
100 ecm 


92 
113 
115 


67 
103 
89 
96 
80 
91 
100 
69 


0,5ccem verdiinnt zu 





Kaninchen Gewicht 


pro kg Menge Anfang 

mg pro 

Nr. kg ecm ecm 100 cem 
76 1,40 0,35 0,49 101 
1 2,38 0,83 100 
78 1,55 0,53 107 
75 1,50 0,53 114 


Tabelle IV. 


Insulin (Lilly), 0,5 cem Iletin plus 4,5 cem Serum 


Losung. 


Menge | Gegebene —WH————— 


11/, Std. 


mg pro 
100 cem 


55 
56 
60 
47 


Blutzucker 


3 Std. 


mg pro 
100 ecem 


60 
65 
67 
24 


5 Std. 
mg pro 
100 cem 


96 
114 
101 

91 


+ 5eemm/15 Na,HPO,- 





Menge Gegebene 


Blutzucker 





Kaninchen Gewicht 


pro kg Menge Anfang 

mg pro 

Nr. kg ecm ecm 100 eem 
72 1,32 0,35 0,46 103 
73 1,30 0,46 100 
74 1,35 047 103 
6 2,27 0,80 112 


Biochemische Zeitschrift Band 225. 


1'/, Std. 


mg pro 
100 cem 


46 
71 
49 
74 


3 Std. 


mg pro 
100 ecm 


38 
56 
53 


67 


10 


5 Std 


mg pro 
100 cem 


58 
82 
67 
101 
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Tabelle V. Kristallisiertes Insulin gelést in m/15 Na,H PO,-Lésung. 





u ¢ , Blutzucker 
> * - ° Menge segebene - ——_ — — 
Kaninchen | Gewicht pro kg tee Anfang 11/,Std. 3 Std. 5 Std. 
mg pro mg pro mg pro mg pro 
Nr. kg mg | ecm || 100 cem 100 cem 100 cem 100 eem 
17 2,00 | roo 1,00 102 59 66 88 
18 1,55 0,78 98 50 71 100 
19 2,08 1,04 105 46 71 103 
1 2,50 1,25 115 66 73 95 
2 1,64 0,82 112 50 39 73 
3 2,20 1,10 117 51 69 121 
33 1,65 1/150 0,50 129 96 115 138 
10 1,53 0,46 100 60 8Y 101 
12 2,10 0,63 106 73 91 85 


Tabelle VI. Kristallisiertes Insulin plus Enterokinase. 





M G : Blutzucker 

P 4 Menge regebene — —— $$ 
Kaninchen Gewicht ere 1 eae Anfang 1!/, Std. 3 Std. 5 Std. 
mg pro mg pro mg pro mg pro 
Nr. kg mg ecm 100 cem 100 cem 100 cem 100 ecm 

20 218 | "ies 1,09 98 66 59 86 

21 1,90 0,95 103 55 46 62 

22 1,89 0,90 102 53 59 75 

4 1,63 0,82 126 42 69 105 

5 2.30 1,15 114 53 71 93 

6 2,27 1,14 119 82 101 105 

32 1,92 "150 0,96 100 78 65 82 

15 1,65 0,84 117 71 100 106 

11 1,99 0,95 108 64 89 LOO 


‘abelle VII. Insulin (Lilly), 20 Einheiten pro Kubikzentimeter. 
Verdiinnt mit m/15 Na,HPO,-Lésung. 





- Blutzucker 

i ‘ Menge ay 

Kaninchen Gewicht pro Tier Anfang 11/, Std. 3 Std. 5 Std. 

mg pro mg pro mg pro mg pro 

Nr. kg ecm 100 cem 100 cem 100 ecm 100 eem 
56 1,65 0,5 99 74 83 96 
69 1,80 127 92 99 76 
11 2,00 105 74 89 98 
12 2,23 107 87 103 92 
17 2,12 1,0 130 61 79 99 
18 1,55 118 63 59 84 
19 2,20 118 66 7Y 114 
20 2,17 102 63 72 102 
82 1,90 0,5 119 54 63 96 
64 1,80 115 65 om | 105 
15 1,62 134 81 105 96 
34 1,75 110 47 Kraimpfe 
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Tabelle VIII. 


Insulin (Lilly) plus Enterokinase in m/15 Na,HPO,-Lésung.  Dieselbe 
Konzentration wie Lésung in Tabelle VII. 





Blutzucker 
Menge 


Kaninchen Gewicht pro Tier E Anfang I1/) Std. 3 Std. 5 Std. 
mg pro mg pro mg pro mg pro 
Nr. kg ecm 100 cem 100 ecm 100 com 100 cem 
56 1,63 0,5 126 81 103 107 
69 1,70 107 108 100 110 
11 1.87 103 113 107 121 
12 2,17 117 103 109 119 
21 1,97 1,0 119 Kram pte 
22 1,76 119 64 91 99 
23 1,85 119 63 100 112 
24 1,53 123 64 72 121 
32 2,05 0,5 110 83 87 78 
64 2,00 115 99 99 112 
15 1,73 124 98 117 105 
34 1,83 117 89 98 101 


Aktivierung von Insulin durch HefepreBsaft. 

Beziiglich der Ausfiihrung der hier angefiihrten Versuche wie auch der 
Darstellung des HefepreBsaftes! hielten wir uns an die Arbeit von Glaser 
und Halpern (4b). Die Aktivierung wurde immer bei etwa py 7,8 durch- 

Tabele IX. 


Kristallisiertes Insulin: 1 mg in 50cem m/15 Na,HPO,-Lésung. 








Blutzucker 
Kaninchen Gewicht Menge | Gegebene a 


pro kg Menge t ‘Anfang 1! " Std. 3 Std. . a Std 
mg pro mg pro mg pro mg pro 
Nr. kg mg cem 100 ecm 100 cem 100 eem 100 cem 
63 2,02 1/500 1,01 114 57 64 84 
62 1,87 0,94 124 62 53 95 
65 1,77 0,89 103 52 48 75 
54 1,60 0,64 145 63 86 131 
51 1,85 0,74 125 63 70 110 
72 2.05 0,82 132 40 72 94 
2 2.00 1,00 111 36 50 88 
3 2,10 1,05 102 57 61 
7 1,75 0,88 112 50 47 79 
8 2,22 1,11 119 80 94 108 
11 1,85 0,93 113 31 Kram pfe 
12 2,00 1,00 143 56 51 107 


1 Wir sind der Fleischmann Yeast Company in New York City fiir die 
Darstellung des Praparats zu Dank verpfichtet. 


10* 
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Tabelle X. 


Kristallisiertes Insulin plus PreBhefesaft in m/15 Na,H PO,-Lésung. 


H. Jensen u. A. M. De Lawder: 





Kaninchen | Gewicht ie ey 
Nr. kg mg ecm 
63 2,00  YWion 0,80 
62 1,70 0,68 
65 1,67 0,67 
54 1,65 0,83 
51 1,95 0,98 
72 2,06 1,03 

2 1,90 0,95 
3 2,08 1,04 
7 1,60 0,80 
8 2,35 1,18 
11 1,95 0,98 
12 2,05 1,03 


I 





Blutzucker 
Anfang 1'/, Std. 3 Std. 5 Std. 
|| mg pro mg pro mg pro mg pro 

100 com 100 cem 100 ecm 100 ecm 
175 74 88 86 
120 54 63 112 
120 59 63 67 
133 55 75 107 
123 64 59 77 
124 48 50 64 
117 53 60 63 
107 42 40 62 
113 40 47 78 
130 70 63 107 
111 54 63 65 
102 41 Kram pfe 


Tabelle XI. 


Insulin (Lilly), 20 Einheiten pro Kubikzentimeter, 0,25 cem Lletin, verdiinnt 
zu 10cem mit m/15 Na,HPO,-Lésung. 





Kaninchen Gewicht Menge 
pro Tier 

Nr. kg ecm 
33 1,90 1 

39 2.05 

91 2,35 

27 2,10 

92 1,60 

70 1,55 


Tabelle XII. 





Blutzucker 
Anfang 11), Std. | 3 Std. 5 Std. 
mg pro mg pro | mg pro mg pro 
100 cem 100 com 100 ecm 100 cem 
114 36 48 65 
112 38 45 56 
123 50 66 79 
121 90 | 95 95 
75 36 Kram pfe 
126 82 91 93 


Insulin (Lilly) + 0,25 cem Iletin plus 4cem PreBhefesaft, verdiinnt zu 
10 cem mit m/15 Na,HPO,-Lésung. 





Kaninchen Gewicht Menge 
pro Tier 
Nr. i kg ecm 
1 - 
33 1,76 | 1 
39 «=| 190 | 
91 2,30 
| 
27 2,20 
92 1,83 


70 1,60 





Blutzucker 
Anfang 11/p Std. 3Std. | 5Std. 
mg pro mg pro | mg pro | mg pro 


100 ecm 


121 
123 
162 
128 
103 
107 


100 ecm 


82 
104 
118 

45 

29 

43 


100 eem 


93 
86 
109 
50 
27 
39 


| 100 ecm 


104 
95 
107 
61 
21 
50 
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gefiihrt. Auf 1 mg kristallisiertes Insulin wurde 4 ccm HefepreBsaft und 
auf 0,25 ccm Iletin (5 Einheiten) ebenfalls 4 ccm HefepreBsaft angewandt. 
Der von uns benutzte HefepreBsaft zeigte keine Einwirkung auf den Blut- 
zucker. Die Insulinlésungen mit Aktivator wurden vor der Injektion un- 
gefahr 15 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen und dann mit 
denselben Insulinlésungen ohne Aktivator verglichen. Die MeBtechnik 
war dieselbe wie bei den anderen Aktivierungsversuchen. Wie die 
Tabellen IX bis XII zeigen, konnte eine Aktivierung durch HefepreBsaft 
nicht festgestellt werden. 


Zusammenfassung. 


Die Versuche, kristallisiertes Insulin und ein Handelspraparat 
(lletin von Eli Lilly) durch Zugabe von 1. Serum, 2. Enterokinase, 
3. HefepreBsaft zu aktivieren, verliefen ergebnislos. Wir vermégen 
somit die Befunde mehrerer Forscher, da®B Insulin durch Zugabe dieser 
Substanzen aktiviert werden soll, nicht zu bestétigen. Wahrscheinlich 
erklart sich dieser Widerspruch durch die starke Verunreinigung und 
wenig einheitliche Zusammensetzung der in jenen Untersuchungen 
benutzten Insulinpraparate. Inwieweit die angewandte MeBtechnik, 
geringe Zahl der Tiere, verantwortlich ist, sei dahingestellt. Auch 
findet man in den Arbeiten der anderen Autoren keine Angaben dariiber, 
in welchen Zeitabschnitten nach der Injektion der Insulinpraparate Blut- 
zuckerbestimmungen vorgenommen wurden. Wie schon in der Ein- 
leitung ausgefiihrt, ist es immerhin méglich, daB durch Zugabe von 
EiweiBk6rpern und anderen Substanzen die Resorptionsverhiltnisse 
fiir Insulin verindert werden. Das Insulin wird wahrscheinlich langsamer 
in die Blutbahn resorbiert, und sein maximaler Wirkungseffekt setzt 
somit erst spaiter ein. Man darf also nicht den Wirkungswert zweier 
Insulinpraiparate, von denen das eine den Aktivator enthalt, durch 
Bestimmung nur eines Punktes der Blutzuckerkurve wahrend der 
hypoglykamischen Phase in Vergleich setzen, wie es Glaser und Halpern 
getan haben. Man mu den Blutzucker nach verschiedenen Zeit- 
intervallen bestimmen, um einen Mittelwert errechnen zu kénnen. 
Unsere Resultate geben allerdings keine Aufklarung, ob eine Anderung 
der Resorptionsverhaltnisse durch Zugabe von verschiedenen Sub- 
stanzen hervorgerufen wird. 


Die hier mitgeteilten Versuche zeigen, daB man aus den Befunden 
von Glaser und Halpern, wenn man diese als korrekt ansehen will, 
nicht ohne weiteres den Riickschlu8 ziehen darf, daB es méglich sei, 
Insulin als solches zu aktivieren. Wir sind der Ansicht, daB 
umfangreichere Versuche, die vor allem auf einer genauen Wert- 
bestimmung der verschiedenen Insulinpriparate beruhen, notwendig 
sind, bevor man die Frage bejahen kann, daB es méglich ist, Insulin 
zu aktivieren. 
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Die reduzierende Wirkung girender Hefe in 
Abhingigkeit von der Stickstoffquelle. 


Von 


K. Pirschle und H. Mengdehl. 


(Aus dem Biolaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie Aktiengesell- 
schaft Ludwigshafen a. Rh.) 


(Eingegangen am 13. Juni 1930.) 


Friihere Versuche! hatten ergeben, daB der Grund, warum Nitrate 
fiir Hefe eine ungleich schlechtere N- Quelle darstellen als Ammonsalze, 
in der durch die reduzierende Wirkung girender Hefe bedingten Nitrit- 
bildung liegt. Es konnte gezeigt werden, daB einerseits bei herab- 
geminderter Nitritbildung die Hefeausbeuten auf Nitrat wesentlich 
steigen und daB andererseits bei Nitritzugabe zu Ammonkulturen das 
Hefewachstum gehemmt wird; Hefewachstum und Nitritgehalt der 
Lésung erwiesen sich als (annihernd) umgekehrt proportional. 

Spezielle Versuche mit Methylenblau hatten den iiberraschenden 
Erfolg, daB auf Nitrat als N- Quelle die sonst rasche Entfarbung zu- 
gesetzten Methylenblaus unterblieb oder zumindest betrachtlich lang- 
samer erfolgte als auf Ammon-N. Diese Erscheinung war in dem Sinne 
gedeutet worden, daB die Reduktionskraft garender Hefe sich an- 
scheinend zunachst auf Stoffe richtet, die dem natiirlichen Stoffwechsel 
vertraut sind (z. B. Nitrate), und erst bei Fehlen dieser auch zellfremde 
Verbindungen (z.B. Methylenblau) angreift. Diese vom chemischen 
Standpunkt wenig befriedigende Annahme war beziiglich ihrer Geltung 
auch fiir andere, durch Hefe reduzierbare Koérper zu priifen, womit 
sich die im folgenden mitgeteilten Untersuchungen beschaftigen. Es 
ergab sich, daB von den untersuchten Verbindungen nicht alle im gleichen 
Sinne reagieren wie Methylenblau; eine groBe Zahl (z. B. Schwefel, 
Nitrobenzol, Valeraldehyd) verhalten sich gerade umgekehrt und werden 
auf Nitrat intensiver reduziert. 

Die durch girende Hefe reduzierbaren Korper teilen sich anscheinend 
in zwei Gruppen: die einen werden auf Ammon-N, die anderen auf 


! Pirschle, diese Zeitschr. 218, 412, 1930. 
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Nitrat als Stickstoffquelle rascher und energischer reduziert. Somit 
ist obige Theorie in dieser Form nicht haltbar und muB, den neuen 
experimentellen Befunden Rechnung tragend, entsprechend abgeandert 
werden. Vor allem erhebt sich natiirlich die Frage, warum verschiedene 
Substanzen hinsichtlich ihrer Reduktion durch Hefe auf den beiden 
Stickstofformen ein entgegengesetztes Verhalten zeigen. Bevor wir 
darauf eingehen, geben wir zunachst eine Beschreibung der ausgefiihrten 
Versuche und lassen darauf einige allgemeine Erérterungen folgen. 


Experimentelles. 


Zu den Versuchen wurde durchweg eine Nahrlésung verwendet, welche 
auf 1000 ccm Wasser (hiesiges, stark kalkhaltiges Trinkwasser) enthielt : 
100 g Rohrzucker (kéuflicher Wiirfelzucker), 

4,5 g primares Kaliphosphat, 

2 g Magnesiumsulfat, kristallisiert, 

2 g Stickstoff in Form der angewandten Salze, 
meist wurde Kaliumnitrat (14,4 g) mit Ammon- 
sulfat (9,4 2) verglichen. 


Die Versuche des Abschnitts A (Salze und Farbstoffe) wurden nur 
qualitativ verfolgt und meist in 1-Liter-Rundkolben mit 500 ccm Nahr- 
losung angesetzt. Zu den quantitativ ausgewerteten Versuchen des Ab- 
schnitts B (Schwefel, Nitrobenzol, Valeraldehyd) wurden 6-Liter-Rund- 
kolben mit 3000 cem Nahrlésung verwendet. 


Die mit Wattestopfen wie iiblich verschlossenen Kolben wurden 
zweimal je '4 bis %, Stunden im Autoklaven bei 114 bis 2 Atm. Druck 
sterilisiert, wobei sich die Ammonlésungen oft etwas braunten. Wenn 
nétig, wurden diese Lésungen durch Filtrieren iiber Tierkohle entfarbt, 
wodurch auch die besonders in den Nitratkolben starke Triibung (beim 
Sterilisieren ausgefalltes Ca-Phosphat und dergleichen) entfernt wurde und 
wasserklare Lésungen hinterblieben. 


Als Hefe kam, wie in den friiheren Versuchen, meist PreBhefe (kaufliche 
Bickerhefe) in Verwendung!, welche zu einem diinnen Brei angeriihrt und 
auf der Nutsche mehrmals mit Wasser nachgewaschen wurde. Von dieser 
méglichst trocken abgesaugten Hefe wurden abgewogene Mengen in die 
Kolben verteilt, und zwar erhielten die 1-Liter-Kolben anfangs je 2 g, die 
6-Liter-Kolben anfangs je 10g. So vorbereitet kamen die Kulturen in den 
Brutraum, der auf etwa 30°C (28 bis 32°C) konstant gehalten wurde. 
Nach 10 bis 12 Stunden befanden sich dann alle Kolben in lebhafter Garung 
und erhielten nun die entsprechenden Zusitze, eventuell in kleinen Portionen. 
Die Wattestopfen wurden durch Korkstépsel mit nach abwirts gebogenem 
Glasrohr ersetzt, damit beim Umschiitteln, fiir das regelmaBig (etwa jede 
Stunde) gesorgt wurde, die frei werdende Kohlensaéure entweichen kénne. 
Wenn die Garung merklich nachlieB, wurde eine neue Portion Hefe, etwa 
1 bis 2 g, in etwas Wasser aufgeschwemmt, nachgegeben, natiirlich in alle 
Kolben eines Versuchs in gleicher Weise. 


1 Kinige mit Reinkulturen von Torula utilis und mit Acetondauerhefe 
ausgefiihrte Versuche sind im Abschnitt C beschrieben. 
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Wahrend der Versuchsdauer wurde bei den gefarbten Substanzen die 
Verainderung des Farbtons bzw. Eintritt der Entfarbung fortlautend notiert, 
das Niahere ist aus der Beschreibung der Versuche zu ersehen. Die Be- 
handlung und Aufarbeitung der unter Abschnitt B beschriebenen Versuche 
ist dortselbst angegeben. 


A. Qualitative Versuche mit Farbstoffen und anorganischen Salzen. 


Diese Versuche stellen eine Erweiterung der friiher mitgeteilten 
Beobachtungen an Methylenblau dar. Es lag nahe, auch andere 
organische Farbstoffe daraufhin zu untersuchen, ob sie auf Ammon-N 
rascher reduziert (entfarbt) werden als auf Nitrat. Da sich der Farben- 
umschlag gut beobachten laBt, konnte von der schwierigen quanti- 
tativen Bestimmung der Farbstoffe Abstand genommen werden. 

Untersucht wurden Vertreter aus jenen Gruppen, welche leicht zu 
Leukoverbindungen reduziert werden, und zwar: 

a) aus der Gruppe der Thiazine (Thioninfarbstoffe), zu der Methylen- 
blau gehért: 

Lauths Violett (Thioninchlorid); 
b) aus der Gruppe der Safranine: 
Safranin T (Kahlbaum); 
c) aus der Rosanilingruppe der Triphenylmethanfarbstoffe : 
Pararosanilin purum Kahlbaum, 
Fuchsin S (Saéurefuchsin), 
Methylviolett 2B extra, 
Kristallviolett, 
Methylgriin Kahlbaum, 
Anilinblau 2B spritléslich, 
Wasserblau 1 alt; 
d) aus der Bittermandelélgriingruppe der Triphenylmethanfarbstoffe : 
Malachitgriin BX NU, 
Brillantgriin, konzentriert, 
Diamantgriin G X; 
e) aus der Indigogruppe: 
Indigo (Indigoblau), 
Indigokarmin, 44,7°, (Na-Salz der Indigo-disulfo-saure), 
Isatin Kahlbaum. 

Einige Farbstoffe wurden von Kahlbaum bezogen, der gréBte Teil 
stammte aus der Chemikaliensammlung des Werkes Ludwigshafen 
(friiher BASF). 


Von allen Farbstoffen wurde eine 0,1°.ige Lésung hergestellt: 
wo es anging in Wasser, von den in Wasser nicht léslichen in 96° ,igem 
Alkohol. Das Indigoblau, welches sich weder in Wasser noch in Alkohol 
lést, wurde zu 0,1°, in Alkohol aufgeschwemmt. Von diesen Stamm- 
lésungen wurde die bei den Versuchen jeweils angegebene Menge (Kubik- 
zentimeter) nach und nach je Kolben (500 ccm Nahrlésung) gegeben. 
Dabei ergab sich in mehreren Versuchen folgendes: 
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1. Eine Anzahl von Farbstoffen zeigte unter unseren Versuchs- 
bedingungen keine Veranderung. Auch nach mehrtaigigem (bis 
2 Wochen) Verweilen im Brutraum, nachdem die Garung trotz mehr- 
maliger Hefegabe véllig ersch6pft war, blieb der urspriingliche Farbton 
derselbe. So verhielt sich Safranin (4), Rosanilin (4), Fuchsin (3), 
Methylviolett (3), Kristallviolett (3) und Anijlinblau (3). Auch Indigo- 
blau (15) verandert sich nicht ; ebenso Pikrinsaure (5), die mit Riicksicht 
auf die Arbeit von Barral' hier angefiigt wurde. 

2. Auf Ammon-N wurde, ahnlich wie Methylenblau, rascher ent- 
farbt: Lauths Violett (14), Brillantgriin (20), Methylengriin (6) und 
Wasserblau (5). Ferner schien die Entfarbung von Indigocarmin (30) 
auf Ammon rascher vor sich zu gehen, doch sind diese Beobachtungen 
nicht ganz eindeutig. 

3. Einige Farbstoffe, und zwar Malachitgriin (10) und Diamant- 
griin (10) entfarbten sich auf Nitrat-N rascher. Dasselbe war bei Isatin 
zu beobachten, das auf beiden Stickstofformen sehr rasch entfarbt 
wurde, noch energischer aber auf Nitrat. In einem Versuch wurden 
z. B. je Kolben waihrend 6 Tagen nach und nach 110 cem (also mehr 
als 0,1 g) gegeben, bis auf Ammon eine dauernde Gelbfairbung erhalten 
blieb; auf Nitrat war sie auch nach diesen hohen Gaben nur voriiber- 
gehend zu erzielen. 

Die Verhaltnisse in der Indigogruppe sind nicht ganz klar, sie 
scheiden fiir weitere Erérterungen aus. Ebenso wurden die unter 
1. genannten Farbstoffe, bei denen eine Reduktion (Entfarbung) nicht 
zu beobachten war, nicht weiter untersucht. 

Die unter 2. und 3. genannten Farbstoffe wurden zusammen mit 
Methylenblau nochmals in einem Versuch gepriift, der wie folgt verlief 
(N bedeutet Kaliumnitrat, A Ammonsulfat): 





Anfangs Nach 2 Std. Nach 4 Std. Nach 6 Std. 

Methylenblau . N  Dunkelblau  Unverandert Etwas heller Hellblau 
3 cem A * Hellblau Fast entfarbt Ganz enifarbt 
Lauths-V iolett N Blauviolett | Etwas heller Hellviolett Fast entfarbt 

4 cem A “ | Entfarbt Entfarbt Entfarbt 
Wasserblau . N Uitramarin | Unveraindert Unverandert Unverandert 
4 cem A “ fA Etwas heller Fast entfarbt 
Methylgriin . N Blaugriin ‘ Unverandert Etwas heller 
5 eem A < Etwas heller Fast entfarbt Fast farblos 

Brillant griin N ~ Unverandert Unverandert  Hellgriin 
7 cem A Saftgriin Hellgriin Fast entfarbt Fast farblos 
Malachitgriin . N Blaugriin Etwas heller , 7 Ganz entfarbt 

3 eem A * Unverandert | Etwas heller Hell griin 
Diamantgriin . N ts Etwas heller Fast entfarbt Ganz entfarbt 

3 ecm A a Unverandert Etwas heller  Hellgriin 


1 Barral, C.r. soc. biol. 97, 753, 1927. 
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Gegeniiber den friiheren Beobachtungen ergab sich also kein Unter- 
schied. Wieder wurde Malachitgriin und Diamantgriin auf Nitrat 
rascher entfarbt, alle anderen auf Ammon. Besonders rasch, noch 
schneller als Methylenblau, Lauths Violett; langsamer folgten Wasser- 
blau und weiterhin Methylgriin und Brillantgriin. Diese Feststellungen 
hinsichtlich des Farbumschlags gehen natiirlich aus der unmittelbaren 
Betrachtung der Versuche viel anschaulicher hervor als sich in Worten 
ausdriicken liBt. Besonders kommt in den Tabellen nur mangelhaft 
zum Ausdruck, da} das Tempo, in dem die Entfarbung vor sich geht, 
bei verschiedenen Farbstoffen ein verschiedenes ist. Dieser Punkt diirfte 
bei der Deutung nicht unwesentlich sein. 

Kine klare Beziehung dieser Ergebnisse zu den Gruppen, in welche 
die Farbstoffe gehéren, ist nur teilweise méglich. Sehr energisch, und 
zwar auf Ammon-N wesentlich rascher, scheinen die Thiazine entfarbt 
zu werden, soweit sich aus zwei hierher gehérigen Vertretern (Methylen- 
blau und Lauths Violett) schlieBen 148t. Einer phytochemischen 
Reduktion (unter unseren Bedingungen) schwer zuganglich scheinen 
die Safranine und die Rosanilingruppe der Triphenylmethanfarbstoffe 
zu sein, von der nur Methylgriin und Wasserblau entfarbt wurden, und 
zwar in gleicher Weise wie die Thiazine. Besonders merkwiirdig stellt 
sich aber die Bittermandelélgriingruppe dar, von der ein Vertreter 
(Brillantgriin) sich den vorher genannten anschlieBt, wahrend die 
beiden anderen (Malachitgriin und Diamantgriin) nicht auf Ammon-N, 
sondern wider Erwarten auf Nitrat starker reduziert wurden. — In 
spaiteren Versuchen (vgl. C.c.) gingen allerdings Malachitgriin und 
Diamantgriin den Thiazinen parallel und entfairbten sich rascher auf 
Ammon, so da® der hier beobachtete umgekehrte Fall vielleicht eine 
aufillige Ausnahme darstellt. Uber die nicht ganz klaren Verhiltnisse 
in der Indigogruppe wurde bereits gesprochen; auffallig ist die leichte 
Entfarbung des Isatins, auch in groBen Mengen. . 

Es ware natiirlich interessant gewesen, noch weitere Farbstoffe 
dieser und anderer Gruppen hinsichtlich ihrer Reduktion auf Nitrat 
und Ammon-N zu priifen, doch hitten dann die Versuche den anfangs 
gesteckten Umfang wesentlich tiberschreiten miissen, und fiirs erste 
sind auch diese vorlaufigen Feststellungen ausreichend. 

Bemerkt sei noch, daB die Entfarbung einen sehr labilen Zustand 
darstellt. Schon wenn die Garung nachlaBt, macht sich die reoxydative 
Wirkung des Luftsauerstoffs bemerkbar, indem die Oberflache der im 
iibrigen farblosen Kulturfliissigkeit etwa lem tief die urspriingliche 
Farbe wieder annimmt. Hat dann die Garung ganz aufgehdrt und die 
Hefe sich vollstandig am Boden des Gefibes abgesetzt, so schreitet 
diese Riickbildung des Farbstoffs immer weiter in die Tiefe und 
schlieBlich ist die ganze Lésung wieder wie anfangs gefairbt. Die Ent- 
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firbung halt also nur so lange an als sich die Kultur in guter Garung 
befindet. 

AuBer diesen organischen Farbstoffen wurden noch einige an- 
organische Salze gepriift, und zwar solche, welche zu einer Reduktion 
unter Bildung charakteristisch gefairbter Verbindungen — infolge 
Anderung der Wertigkeit des Metalls — neigen. Es war bereits in der 
friiheren Mitteilung erwihnt worden, daB in Kulturen des Schimmel- 
pilzes Aspergillus niger dieselben Beobachtungen hinsichtlich der auf 
Nitrat und Ammon verschiedenen Reduktion von Methylenblau zu 
machen sind wie in Hefekulturen. Weitere Versuche mit Aspergillus, 
die anderen Zwecken dienten und bei denen etwa 230 anorganische 
Salze zur Untersuchung kamen, zeigten nun, daB in mehreren Fallen 
eine charakteristische Verfarbung der Nahrlésung erfolgt, die nur 
im Sinne einer biologischen Reduktion zu erklairen ist. So wurden 
Nahrlésungen mit molybdansauren Salzen tief dunkelblau, ebenso 
Vanadinsalze, Chromate wurden nach und nach griin und hinterlieBen 
beim Abfiltrieren einen blaugriinen Niederschlag, aus Goldchlorid 
schied sich das Metall in kolloidaler Form ab, Silbernitratlésungen 
schwarzten sich usw. Im Hinblick auf die Identitat der Erscheinungen 
beim Methylenblau lag die Vermutung nahe, daB die anderen Ver- 
bindungen auch von Hefe in gleicher Weise, d. h. auf Ammon-N starker 
als auf Nitrat-N reduziert wiirden. Folgende Versuche zeigen, dab 
diese Vermutung zutrifft. 


Ammonmolybdat, je Kolben (500 com Nahrlésung) 20 ccm einer 1% igen 
Lésung; Konzentration 0,04%% ; anfangs farblos. 





Nitrat Ammon 
Meen.6 Bid... . «6 | Unverandert Schwach griinstichig 
» 2 » ... +. | Schwach grinstichig Deutlich griin 
ig. Se Se Schwach griin Blaugriin 
Pt ae ee ee | Blau Intensiv blau 


Nach Abfiltrieren der Hefe war in der klaren Fliissigkeit der Unterschied 
noch deutlicher zu sehen, die Ammonlésung war tiefblau, die Nitratlésung 
wesentlich heller. Ebenso verhalt sich Natriummolybdat und Molybdan- 
sure. 


Kaliumchromat, je Kolben (500 ccm Nahrlésung) 50 ccm einer 1% igen 
Lésung, Konzentration 0,1°%,; anfangs orangegelb, verfarbte sich nach 
Hefezugabe rasch in schmutzig-olivbraun. 





Nitrat Ammon 





Nach 6 Std. . | Unverandert Unverandert 
a soy hy ‘. Grinlich 
SITE po 36.-c8 oss 8 Fe Olivgriin Dunkelgriin 
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Wieder trat der Farbenunterschied noch deutlicher hervor, wenn die 
Hefe abfiltriert und damit die Triibung beseitigt wurde; von den klaren 
Lésungen war die mit Ammon prachtig smaragdgriin, die mit Nitrat merklich 
weniger intensiv, etwa olivgriin, gefirbt. 


Kaliumferrocyanid (gelbes Blutlaugensalz), je Kolben 40 ccm einer 
1% igen Lésung, Konzentration 0,08°,; anfangs schwach griinlich-gelb. 





Nitrat Ammon 
eS eee ee Unverandert Schwach griin 
ee eee ee i Griin 
Pes ee ed Schwach grin Griinblau 
me te oy See Fe Schwach blaugriin Intensiv blaugriin 


Beim Filtrieren lief eine klare, fast farblose Lésung ab, dagegen sammelte 
sich auf dem Filter mit der Hefe ein dunkelblauer (Ammon) bzw. himmel- 
blauer (Nitrat) Niederschlag. welcher in der Kulturlésung, in feinster Form 
verteilt, die verschiedenen Nuancen von griin und blaugriin hervorgerufen 
hatte. 


Kaliumferricyanid (rotes Blutlaugensalz), je Kolben 50ccm einer 
1° igen Lésung, Konzentration 0,1 ; anfangs gelb. 





Nitrat Ammon 
Bs See Unverandert Gelbgriin 
ee se yay - Grin 
ot Re ee ee es ER Griin Blaugriin 
5s SO eke oe ” Grinlichblau 


Nach Filtrieren blauer Niederschlag wie bei Kaliumferrocyanid. 


Diese Farbenumschlage, die — wie man sieht — auf Ammon durch- 
weg rascher und intensiver erfolgen als auf Nitrat, sind wohl nur im 
Sinne einer phytochemischen Reduktion zu erklaren. Verhiltnismabig 
einfach liegt der Fall beim Kaliumchromat, Cr(6)O,-lon, das offenbar 
zu Chromisalz, Cr(3)-Ion, reduziert wird ahnlich wie bei der quanti- 
tativen Analyse unter Umstinden das zu bestimmende Chromat durch 
Kochen mit Salzsiure und Alkohol reduziert und als Chromisalz mit 
Ammoniak gefallt wird. Auch die Blauung auf Ammonmolybdat ist 
einfach zu verstehen, da die durch teilweise Reduktion der Molybdan- 
siure, Mo(6)O,-Ion, zu Mo(4) entstehenden Molybdinmolybdate, 
bei Anwesenheit von Phosphorsiure, tiefblau  gefairbt sind. 
Weniger durchsichtig liegen die Verhiltnisse beim Blutlaugensalz, 
da sowohl das gelbe als auch das rote sich dem Anschein nach 
gleich verhalten. 


Vorauszuschicken ist, daB sich anfangs in den garenden Hefeansitzen 
weder zweiwertiges noch dreiwertiges Eisen in griBerer Menge befand, da 
nach Zugabe des gegen Fe-Ionen so empfindlichen Ferri- bzw. Ferrocyanids 
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keine Reaktion (Blaufarbung) erfolgte, héchstens im Ferrocyanidversuch 
war die anfangliche Gelbfarbung etwas griinstichig, doch spielt der Farbton 
einer gelben Blutaugensalzlésung gegeniiber dem roten an sich etwas ins 
Griinliche. Wenn nun im weiteren Verlauf kraftige Blaufarbung erfolgte, 
so miissen sich Fe-lonen gebildet haben; die Annahme liegt nahe, daB sie 
aus dem Eisencyanion unter Sprengung der komplexen Bindung  ab- 
gespalten wurden. Beim roten Blutlaugensalz kénnte man sich nun vor- 
stellen, daB aus dem Fe (3)cyg-Ion Fe (3) abgespalten und zu Fe(2)-Ionen 
reduziert wird, die mit dem iiberschiissigen Ferricyankalium die bekannte 
Reaktion eines blauen Niederschlags von Turnbullsblau (Ferroferricyan- 
kalium) geben. Analog dazu miiBte man die Blaufirbung beim gelben 
Blutlaugensalz, wenn es sich dabei um Berlinerblau (Ferriferrocyankalium) 
handelt, so erkliren, daB das aus dem komplexen Fe (2) Cyg-Ion abgespaltene 
Eisen zu Fe(3)-Ionen oxydiert wird, Diese Erklirungen sind wenig be- 
triedigend, da kaum anzunehmen ist, daB sich derselbe Organismus unter 
denselben Bedingungen auf ein bestimmtes Element in einem Falle redu- 
zierend und im anderen oxydierend verhalt. 


Bei der starken Neigung der Eisencyanwasserstoffsiure mit Eisen 
(unlésliches Berlinerblau, Pariserblau u. a.) und weiterhin nach Ersatz 
der CN-Gruppe durch andere einwertige Reste wie NO,, NH,, CO usw. 
(Prussosalze) die verschiedensten blauen Farbstoffe zu geben, steht 
auch durchaus nicht fest, daB es sich bei unseren Beobachtungen um 
Turnbullsblau bzw. Berlinerblau handelt, was natiirlich die Verhalt- 
nisse wesentlich komplizierter gestaltet, als oben skizziert wurde. Da 
die reduzierende Wirkung giarender Hefe sicher gestellt ist und bei 
allen anderen K6rpern energisch zum Vorschein kam, handelt es sich 
wohl auch hier in erster Linie um eine Reduktion, die wahrscheinlich 


. 


sowohl die Eisenionen — Fe (3) zu Fe (2) — als auch die Eisencyan- 
ionen — FeCy,’ zu FeCy,” — erfaBt, verbunden mit einer Ausspaltung 
von Fe aus der komplexen Cyanbindung. 


Die Frage, inwieweit Eisen durch giirende Hefe reduziert bzw. oxydiert 
wird, wurde noch in Versuchen mit Fe (3)-Chlorid und Fe (2 )-Sulfat speziell 
untersucht. Die wie sonst vorbereiteten Kulturen erhielten je 30 ccm einer 
1°igen Lésung. Von Zeit zu Zeit wurden dann den Ansatzen kleine Mengen 
(etwa 10 ccm) entnommen und die Reaktion dieser mit Salzsaiure angesiuerten 
Proben mit Ferrocyankalium und Ferricyankalium gepriift. Anfangs war 
in den Eisenchloridkolben keine Reaktion auf Fe(2)-Ionen und in den 
Eisensulfatkolben keine Reaktion auf Fe(3)-Ionen zu sehen. Schon nach 
24 Stunden gab aber der Eisenchloridversuch mit Ferricyankalium schwache 
doch deutliche Blaufiirbung, und zwar die Ammonkolben intensiver als 
die Nitratkolben; in weiteren Zeitabstanden verstarkte sich die Reaktion 
der Ammonkolben immer mehr, die den Nitratkolben entnommenen Proben 
verinderten sich kaum und es blieb zweifelhaft, ob man die Reaktion als 
positiv ansehen kénne. Es hatte also auf Ammon-N eine geringe Reduktion 
von Fe (3) zu Fe(2) stattgefunden, auf Nitrat héchstens spurenweise. 


Der analoge Eisensulfatversuch war schwieriger zu behandeln, da 
Ferrocyankalium mit Fe(2)-Ionen an sich einen breiigen, milchig-himmel- 
blauen Niederschlag gibt, der eine schwache Reaktion auf Fe(3)-Ionen 
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allenfalls verdecken kann. Dessen ungeachtet hatten wir aber nicht den 
Eindruck, daB wihrend der Versuchsdauer (7 bis 10 Tage), bis zum vélligen 
Erléschen der Garung) eine nennenswerte Bildung von Fe(3)-Ionen erfolgte, 
vielleicht daB eine geringe Blaufarbung auf Nitrat in diesem Sinne gedeutet 
werden kann. Eine Priifung mit Rhodan hatte das gleiche Ergebnis. 


Sicher ist, daB eine Reduktion von Fe (3) zu Fe (2) stattfindet, 
und zwar auf Ammon-N starker als auf Nitrat. Ob eine Oxydation 
von Fe (2) zu Fe (3) erfolgt, blieb zweifelhaft ; zumindest fiir Ammon- 
kulturen, auf Nitrat-N mag eine geringe Oxydation [dann aber nicht 
durch die Hefe, sondern durch das Nitrat an sich bedingt (’?)] méglich 
sein, die Ergebnisse sind nicht ganz klar. 


Im Hinblick auf die biologische Bedeutung des Eisens wire es 
reizvoll gewesen, den Verhiltnissen weiter nachzugehen, doch hatten 
sich derartige Untersuchungen vom eigentlichen Thema zu weit entfernt ; 
und auBerdem hatten die Versuchsbedingungen wesentlich subtiler 
gestaltet werden miissen, da damit Gebiete angeschnitten werden, 
die von anderen Autoren wie Warburg und Baudisch bereits weitgehend 
durchforseht sind. 


Bemerkenswert ist noch ein Versuch mit Kaliumpermanganat. Die 
ersten 10 cem der 1° igen Lésung wurden von den in guter Garung be- 
findlichen Kulturen fast momentan entfirbt; nach tropfenweiser Zugabe 
weiterer 10 ccm bildete sich in der Ammonkultur ein mi®Bfarbener (etwa 
braunlila) Niederschlag, die Nitratkolben blieben anfangs rotviolett und 
klar, der voluminése Niederschlag flockte erst im Verlauf der nachsten 
Stunden nach und nach aus. Offensichtlich geht also die Reduktion von 
KMnO, in Ammonkulturen rascher vor sich als in Nitratkulturen; der 
genannte Niederschlag wurde nicht analysiert, ist aber wohl als ein Mangan- 
oxyd bzw. hydroxyd anzusprechen, entstanden durch Reduktion des Mn (7) 0O,- 
Ions zu niederen Oxydationsstufen, etwa Mn(4). 


Die Gairung hatte nach Ausfallung des Niederschlags ganz aufgehért, 
was begreiflich ist. da relativ betrachtliche Mengen des stark oxydierenden 
Permanganats (je Kolben 0,2 ¢ gleich 0,04°,) gegeben wurden. Nachdem 
die Garung durch neue Hefegaben wieder in Gang gebracht war, zeigte sich 
nun im Laufe der folgenden Tage, daB der Niederschlag nach und nach 
heller wurde (hellbraun, dann etwa fleischfarben) und schlieBlich ganz 
verschwand. Dieser Punkt (véllige Entfarbung) war auf Ammon-N bereits 
nach 48 Stunden erreicht, auf Nitrat dauerte es fast 5 Tage. Es ist nun 
mdéglich, daB die starkere Sauerung der Ammonkulturen (vgl. die friihere 
Mitteilung, Kap. 2) zu einer rascheren Lésung des Niederschlags beitragt, 
wahrscheinlicher ist aber die Annahme, daB eine weitere Reduktion zu 
farblosen, léslichen Mn(2)-Salzen stattfindet, die wiederum auf Ammon-N 
rascher verlauft als auf Nitrat. 





SchlieBlich sei noch, in Ergainzung der Beobachtung am Chromat, 
ein Versuch mit Kaliumbichromat mitgeteilt. Je Kolben wurden 10 ccm 
einer 1°, igen Lésung gegeben. Die anfangs goldgelbe Farbe wurde auf 
Nitrat schwach griinstichig, auf Ammon schon nach 24 Stunden graugriin. 
Es werden also nicht nur Chromate (CrO,-Ion), sondern auch Bichromate 
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(Cr,0,-Ion) zu Chromisalz reduziert, und zwar auf Ammon-N intensiver 
als auf Nitrat. 


Weitere Salze wurden nicht untersucht. Es ist aber anzunehmen, 
daB auch noch andere Verbindungen durch garende Hefe in ahnlicher 
Weise angegriffen werden, wobei erstaunlich ist, wie stark die Reduk- 
tionskraft dieser Organismen wirkt. 


B. Quantitative Versuche mit Schwefel, Valeraldehyd und Nitrobenzol. 


Weiterhin wurden noch in Anlehnung an die Feststellungen von 
Neuberg und Mitarbeitern! das Verhalten einiger Kérper auf Nitrat-N 
und Ammon-N gepriift, deren Reduktion sich nicht schon dem Ansehen 
nach verfolgen l48t und die daher quantitativ aufgearbeitet werden 
muBten. Die Art der Aufarbeitung war im wesentlichen die von Newberg 
und Gorr! angegebene. 


a) Versuche mit Nitrobenzol (Reduktion zu Anilin). 


Der gesamte Inhalt des Kolbens mit dem Garansatz wurde mit Kali- 
lauge bis zur bleibenden Reaktion auf Phenolphthalein alkalisch gemacht 
und im Dampfstrom destilliert. Das Destillat ging zunachst klar iiber, da 
der bei der Garung gebildete Alkohol sowohl Nitrobenzol als auch Anilin 
in Lésung halt. Spater triibte sich die iibergehende Fliissigkeit, um schlieBlich 
wieder klar zu werden. Die Gesamtmenge des Destillats betrug etwa 3 Liter. 
Dieses Destillat wurde mit Schwefelsaure bis zur bleibenden Reaktion auf 
Kongo angesiuert und das Nitrobenzol mit Wasserdampf abgetrieben, 
wobei gleichzeitig der Alkohol entfernt wurde. Es wurde hierbei bis zum 
voélligen Verschwinden des Nitrobenzolgeruchs destilliert. Der schwefel- 
saure Destillationsriickstand wurde alkalisch gemacht und weiter mit 
Wasserdampf behandelt. Die jetzt iibergegangene Fliissigkeit (etwa 3 Liter) 
wurde erschépfend ausgeithert und dieser Auszug iiber Kaliumcarbonat 
getrocknet. Der nach Abdestillieren des Athers hinterbleibende Riickstand 
wurde mit wenig absolutem Ather aufgenommen und nochmals iiber Kalium- 
carbonat getrocknet. Nach Abdestillieren des Athers stieg das Thermometer 
schnell auf 180°. Die zwischen 180 bis 186° tibergehende Fliissigkeit zeigte 
alle Reaktionen des Anilins. Die folgenden Angaben iiber gefundenes 
Anilin beziehen sich auf die in dieser Weise gewonnene Fraktion von 180 
bis 1869. 


Versuch 1. 30. April bis 2. Mai 1929. Ein Kolben mit Kalinitrat, 
ein Kolben mit Ammonsulfat. Je Kolben nach und nach 30 g frisch destil- 
liertes Nitrobenzol. 

Nach 2 Tagen: auf Nitrat. . . . 5,lcem Anilin 
» Ammon... 2,5 ,, - 


Versuch 2. 22. bis 31. Mai 1929. Drei Kolben mit Nitrat, drei Kolben 
mit Ammon, je Kolben 30 g Nitrobenzol wie oben. Je zwei Kolben nach 


1 Literatur siehe bei Neuberg u. Gorr, Abderhaldens Handb. d. biolog. 
Arbeitsmethod. Abt. IV. Tvil 1, 8. 645—670, 1927. 
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2, 5 und 9 Tagen abgebaut. Bei den fiinftagigen einmalige, bei den neun- 
tigigen zweimalige Gabe von Hefe und Zucker. 


Nach 2 Tagen: auf Nitrat. . . . 4.5cem Anilin 
nee. . . ae 
5 Nitrat. ... 6,2 
~« Bien. . . 42 » és 
eee - » Nitrat. G3 « a 
> Ammon. a3 ws oi 


In den nach 2 Tagen abgebauten Kolben wurde auch das unverbrauchte 
Nitrobenzol bestimmt: 
auf Nitrat. . . . 15,0 cem Nitrobenzol 
Ammon. . . 19,0 


Versuch 3. 13. bis 21. Juni 1929. Um zu sehen, ob etwa das gebildete 
Anilin durch die Hefe weiter zerstért wird, wurde zu girenden Hefekulturen 
nach und nach 25 cem Anilin hinzugefiigt und nach siebentaigiger Garung 
zuriickbestimmt. Ein Kolben ohne Hefe diente als Kontrolle, als Ma® fiir 
die bei der Analyse erreichte Genauigkeit. 


Ohne Hefe (Kontrolle) . . . ... . . . 22 cemAnilin (= 88°) 
mit » (7 Tage gegoren) auf Ammon . 16,5 ,,  Anilin 
” » (7 » - Dw eee. > 3) ao ra 


Die von Neuberg und Welde! erstmals beobachtete phytochemische 
Reduktion von Nitrobenzol zu Anilin erfolgt also auf Nitrat als N- Quelle 
merklich intensiver als auf Ammon-N. Dieser Befund kam anfangs 
iiberraschend, er wiederholte sich aber in allen Versuchen. Der Unter- 
schied geht iiber die zulissigen Fehlergrenzen weit hinaus, er betragt 
bei kurzer Gardauer (2 Tage) rund 100°, bei langerer Vergirung geht 
er bis auf etwa 30°, herunter. 


In demselben MaB als sich auf Nitrat mehr Anilin bildet, wurde 
auch aus den Nitratkolben wie Versuch 2 zeigt —- weniger Nitro- 
benzol zuriickgewonnen. 


Vollig unerwartet war das Ergebnis des Versuchs 3, wonach man 
wohl annehmen mu, daB auch Anilin von girender Hefe zum Teil 
zerstért wird. Ob es sich dabei um eine Reduktion oder um einen 
tiefergehenden Abbau, etwa durch Sprengung des Ringes, handelt, 
wurde nicht weiter untersucht. Ein Unterschied zwischen Nitrat und 
Ammon war nicht festzustellen, die Differenz von 0,5 cem liegt innerhalb 
der Fehlergrenzen. Der Fehlbetrag gegeniiber der Kontrolle geht aber iiber 
die Fehlergrenzen wesentlich hinaus. Bei der analytischen Aufarbeitung 
des Blindversuchs gingen etwa 12°,, des zugesetzten Anilins verloren; 
nach siebentagiger Garung waren dagegen von 25ccem rund 9 ccm 
(= 36°.) verschwunden, und selbst wenn man den Fehler bei der 


or 0 


analytischen Aufarbeitung beriicksichtigt, bleiben noch 6 cem (=27°,). 


1 Neuberg u. Welde, diese Zeitschr. 60, 472, 1914. 
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Es wurde also von den giarenden Hefelésungen etwa ein Drittel des 
zugesetzten Anilins zerstért. 


b) Versuche mit Valeraldehyd (Reduktion zu Amylalkohol). 


Von dem gesamten Giransatz wurden etwa 2 Liter abdestilliert. Durch 
erneute Destillation wurden diese auf etwa 1,5 Liter gebracht. Die durch 
Eintragen von Kaliumcarbonat abgeschiedene Schicht wurde abgehoben 
und der Rest mit Ather griindlichst ausgeschiittelt. Die Alkoholschicht 
wurde mit dem Atherauszug vereinigt und mit Natriumsulfat getrocknet. 
Das Abdestillieren des Athers geschah unter Verwendung eines 7-Kugel- 
rohres. Stieg das Thermometer auf 40°, so wurde das Kugelrohr durch einen 
Hempelschen Aufsatz ersetzt und alles abgetrieben, das sich bis 80° ver- 
fliichtigte. Dann wurde nochmals mit frisch gegliihtem Kupfersulfat 
getrocknet, der zugegebene Ather abdestilliert und dann _fraktioniert 
destilliert. 


Der bei 120 bis 135° iibergehende Teil war reiner Amylalkohol. 
Versuch 1. 10. bis 17. Juni 1929. Zwei Kolben mit Kalinitrat, zwei 


Kolben mit Ammonsulfat. Je Kolben 15g kauflicher Isovaleraldehyd. 
Je zwei Kolben nach 2 und nach 4 Tagen abgebaut. 


Nach 2 Tagen: auf Nitrat. . . . 4 cem Amylalkohol 
» Ammon... 2 va re 
pare VB —— ar. See i 
« Mmen. . « 62 ” 


Versuch 2. 13. bis 20. Juni 1929. Zur Frage, ob Amylalkohol durch 
girende Hefe weiter abgebaut wird, je ein Kolben mit Nitrat und einer mit 
Ammon, nach und nach 15 g Amylalkohol hinzugefiigt. Nach siebentagiger 
Garung ergab sich: 

auf Nitrat. . . 19 eem Amylalkohol = 15,4 g 
» Ammon. . 19,4 ,, ss = 15,7 g 

Aus Nahrlésung ohne Hefe konnte zugesetzter Amylalkohol zu 95% 

wieder herausgeholt werden. 


Wie bei Nitrobenzol-Anilin geht auch die Reduktion von Valer- 
aldehyd,zu Amylalkohol auf Nitrat intensiver vor sich. Die Zahlen 
bewegen sich in etwa derselben GréBenordnung, auch der Unterschied 
zwischen Nitrat und Ammon ist annahernd der gleiche. 


Eine weitere Zerst6rung von Amylalkohol konnte — wie Versuch 2 
zeigt — im Gegensatz zu Anilin nicht beobachtet werden. Es wurden 
sogar nach mehrtagiger Garung einige Prozente Amylalkohol mehr 
zuriickbestimmt als im Verlauf der Versuchs zugegeben worden war; 
dieses Plus erklart sich wohl damit, daB bei der alkoholischen Garung 
immer auch etwas Amylalkohol entsteht (der sich bekanntlich nach 
Ehrlich! aus Leucin durch Desaminierung und Decarboxylierung 


1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 45, 883, 1912. 
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bildet und den Hauptbestandteil der Fuseléle darstellt); es ist ferner 
durch Ehrlich bekannt geworden, daB bei NH,-Fiitterung die Leucin- 
und dementsprechend auch die Amylalkoholbildung durch Hefe sinkt. 
Obwohl nicht anzunehmen ist, daB diese an sich sehr wichtige Fest- 
stellung auf die Deutung unserer Befunde Einflu8 hat, da es sich hier 
zweifellos um eine quantitativ verschiedene phytochemische Reduktion 
von Valeraldehyd zum entsprechenden Alkohol handelt, wurden gleich- 
wohl diese Versuche, auch wegen der nicht ganz leichten Erfassung 
der Amylalkoholfraktion bei der Analyse, nicht weiter fortgesetzt. 


c) Versuche mit Schwefel (Reduktion zu Schwefelwasserstoff ). 


Diese Versuche wurden am ausfiihrlichsten behandelt, da die 
Versuchsanordnung und besonders die quantitative Erfassung des 
gebildeten Schwefelwasserstoffs sehr bequem und genau ist. Die Er- 
gebnisse gelten natiirlich in erster Linie fiir Schwefel; da sich aber 
Nitrobenzol und Valeraldehyd in prinzipiellen Punkten gleich ver- 
hielten, ist es wohl gestattet, auch auf diese Kérper Riickschliisse zu 
ziehen, und ein gleiches Verhalten zu erwarten. 


Diese Versuche wurden, wegen der Anschaltung der Kolben an 
die Absorptionsapparatur, nicht im Brutraum, sondern im Laboratorium 
bei Zimmertemperatur ausgefiihrt. 


Durch den in einem 6-Liter-Kolben befindlichen Garansatz wurde 
ein Luftstrom geleitet, der zwecks Reinigung und auch zur Beobachtung 
der Geschwindigkeit zwei Waschflaschen mit destilliertem Wasser und 
Schwefelséure passierte. Hinter dem Kolben war eine Sicherheitsflasche 
angebracht, die den Zweck hatte, eventuell bei starkerem Schiumen der 
Giransitze tibergehende Blasen abzufangen. Der Luftstrom passierte dann 
eine 10-Kugelréhre nach J. Meyer, die mit essigsaurer 5°,iger Kupfer- 
sulfatl6ung beschickt war, in der der gebildete Schwefelwasserstoff ab- 
gefangen und als CuS ausgefallt wurde. Eine dahinter geschaltete Wasch- 
flasche diente ‘zur Feststellung, ob der Schwefelwasserstoff quantitativ 
abgefangen wurde, sowie zur Aufnahme etwa aus dem 10-Kugelrohr iiber- 
gehender Kupfersulfatlésung, die leicht beim Schiitteln der Garkolben 
durch die entweichende Kohlensaure in geringen Mengen hiniiber gedriickt 
werden kann. Das ausgefallte CuS wurde abfiltriert, trocken gewogen und 
auf Schwefelwasserstoff umgerechnet. 


Versuch 1. 18. bis 21. Juni 1929. Ein Nitrat- und ein Ammonkolben. 
Nach Vorgiarung iiber Nacht je Kolben 5g Schwefel (Schwefelblumen 
Merck). 

Nach 2% Tagen: auf Nitrat .... . . 64,1 mg H,S 
— ee eae 


Versuch 2. 25. November bis 1. Dezember 1929. Drei Kolben mit 
Kalinitrat, drei Kolben mit Ammonsulfat; je Kolben 5 g Schwefelblumen. 
Je zwei Kolben nach 24, 72 und 144 Stunden abgebaut. 


ng 
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mg H,S 
~_ Nitrat Ammon 
Nach 1 Tag... 23,0 7.6 
— fle 69,9 49.5 
i ae sy 321,1 105.9 


Versuch 3a. 18. bis 22. November 1929. Je zwei Kolben (Nitrat, 
Ammon) mit 5 g Schwefel bzw. 1 g Thiosulfat bzw. ohne Zusatz. Versuchs- 
dauer : mit Schwefel 48 Stunden, mit Thiosulfat und ohne Zusatz 72 Stunden. 








mg H2S 
Mit Schwefel | Mit Thiosulfat | || Ohne Zusatz 
pee 59,5 Fast nichts Nichts 
homme. 5S ks 29.6 42.8 ‘ 


Versuch 3b. 2. bis 12. Dezember 1929. Drei Kolben (Nitrat, ohne Stick- 
stoff) mit je 5g Schwefel; drei Kolben (Nitrat, Ammon) ohne Stickstoff- 
mit je 1,5 g Na,S,O, (dreimal 50 cem einer 1°,igen Lésung). Die Schwefel) 
kolben nach 54 Stunden, die Thiosulfatkolben nach 99 Stunden und zwei- 
maliger Hefe- und Zuckergabe abgebaut. 








mg H2,S 
‘Mit Sehwefel | ‘Mit Thiosulfat 
Nitrat aeaheda\s 53,4 2.5 
Asomon ...< . . 14.6 31,4 
Ohne Stickstoff . 106,7 10,3 


Diese Versuche zeigen, daB Schwefel in gleicher Weise wie Nitro- 
benzol und Valeraldehyd durch girende Hefe reduziert wird, und zwar 
auf Nitrat etwa doppelt bis dreifach so stark wie auf Ammon-N. Die 
absoluten Mengen an zebildetem Schwefelwasserstoff sind recht be- 
trachtlich, besonders wenn man bedenkt, daB elementarer Schwefel 
(Schwefelblumen) gegeben wurden. Je linger die Gardauer, desto 
gréBer ist die Ausbeute an Schwefelwasserstoff (Versuch 2). 


Héchst merkwiirdig ist die Tatsache, daB Thiosulfat, mit dem 
Neuberg und andere Autoren gearbeitet haben, auf Ammon-N starker 
reduziert wird, sich also gerade umgekehrt verhalt wie Schwefel. Ein 
erster Versuch (3a) brachte das iiberraschende Ergebnis, daB auf 
Ammon reichliche H,S8-Bildung erfolgte, dagegen auf Nitrat nur spuren- 
weise, kaum wagbar. Die Hefe wird durch Thiosulfat anscheinend 
geschidigt, da nach Gabe des Salzes die Garung merklich nachlieB. 
In einem zweiten Versuch (3b) wurde daher die Thiosulfatlésung in 
mehreren Portionen verteilt und auBerdem frische Hefe und Zucker 
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zweimal nachgegeben. Der Erfolg war derselbe: auf Ammon kraftige 
Reduktion, auf Nitrat ganz geringfiigige Mengen. Zu bemerken ist 
noch, daB die Reduktion des Thiosulfats langsamer vor sich geht als 
die Reduktion des Schwefels: obwohl die Thiosulfatversuche fast 
doppelt so lange liefen, bleiben ihre Werte hinter den mit Schwefel 
erhaltenen stark zuriick. Ein direkter Vergleich ist natiirlich nicht gut 
méglich, da der Unterschied in der Léslichkeit zwischen Na,S8,O, und 
element. S zu gro ist. 


Aus den Versuchen 3a und 3b ist noch zu ersehen, daB ohne Zusatz 
von Schwefel oder Thiosulfat (3a) eine Bildung von H,S nicht statt- 
findet. Es hatte méglich sein kénnen, dab das in der Nahrlésung ent- 
haltene Sulfat (MgSO,.7 aq) oder organische S-Verbindungen der 
Hefe durch autolytischen Abbau zur Bildung von Schwefelwasserstoff 
AnlaB geben. Das findet unter unseren Bedingungen nicht statt, die 
AbsorptionsgefaBe der Kontrollen blieben sowohl auf Nitrat als auch 
auf Ammon vollstandig klar. Ferner wurde gepriift, wie die Reduktion 
verlauft, wenn in der Nahrlésung das Stickstoffsalz weggelassen wird. 
Es ergab sich (3b), daB Schwefel noch energischer reduziert wird als 
bei Anwesenheit von Nitrat, auch Thiosulfat besser als auf Nitrat, 
doch schlechter als auf Ammon. Auf diese Verhaltnisse wird im Ab- 
schnitt C noch zuriickzukommen sein. 


Die folgenden Versuche betreffen den EinfluB des py (Versuche 4 bis 6), 
den EinfluB verschiedener Stickstoffverbindungen (Versuche 7 und 8) 
und den EinfluB von steigenden Nitritmengen (Versuche 9 bis 11). 
Wir fiihren diese Versuche hier nur an und kommen auf ihre Besprechung 


erst im néchsten Kapitel (C) zuriick. 


Versuch 4. 24. bis 27. Juni 1929. Drei Kolben mit Nitrat, drei Kolben 
mit Ammo; davon je zwei mit Kalk (30 g), zwei mit Milchsaéure (50 ccm), 
zwei ohne Zusatz sterilisiert, Nach dem Sterilisieren py bestummt. Nach 
2 ohne Zusatz sterilisiert. Nach dem Sterilisieren py bestimmt, des- 
gleichen am Ende des Versuchs. Je Kolben 5 g Schwefel wie oben. Nach 
2 Tagen beendet. 





Anfangs-py End-py mg H,S 
Nitrat, ohne Zusatz ...... 5,71 3,48 26,7 
i 4) a es 5.81 6,18 15,0 
“4 » Milchsfure. .... 2,39 2.41 10,7 
Ammon, ohne Zusatz .... . 5,80 2,25 11,0 
- ker ee 6,12 6,04 nichts 
‘ » Milchs’ure .... 2.51 2,22 5,3 


Versuch 5. 30. Juni bis 5. Juli 1929. Wiederholung von Versuch 4, 
doch mit Ammonchlorid (statt Ammonsulfat) und Natriumnitrat (statt 
Kaliumnitrat), sonst wie bei Versuch 4. Dauer der Girung 941, Stunden. 
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Anfangs-py End-py mg H,58 
Nitrat, ohne Zusatz...... 5,65 3,14 80,1 
Slane SS ass So as 6,50 6,40 39,4 
& » Milchsiure. .... 2,29 2,51 24,9 
Ammon, ohne Zusatz ..... 5,63 2,32 15,6 
ee 6,58 6,03 6,8 
- » Milchsfure .... 2,29 2,32 14,5 


Versuch 6. 8. bis 12. Juli 1929. Nochmalige Wiederholung von Versuch 4 
und 5 mit Ammonchlorid und Kaliumnitrat. 71 Stunden. 





Anfangs- Pq End-py mg H,S 
Nitrat, ohne Zusatz . 5,80 3,53 54,0 
» mit Kalk 6,32 6,71 47,1 
‘ » Milchsaure . 2,50 2,46 27,9 
Ammon, ohne Zusatz 5,70 2,40 19,5 
a mit Kalk ‘ 6,47 6,01 7,1 
» Milchsaure . 2,45 2,23 12,7 


Versuch 7. 15. bis 18. Juli 1929. Verschiedene N-Quellen; der Harn- 
stoff erst nach dem Sterilisieren der Nahrlésung zugesetzt. Dauer 
5234 Stunden. 





Anfangs- pq End-py mg H;S 
fl ” ee ee 5,58 3,53 79,8 
Ammon (-sulfat) ....... 5,68 2,54 20,8 
1/, Nitrat und 1, Ammon... . 5,61 2,35 15,6 
re 5,52 2,25 16,6 
RP ae ae 5,58 3,62 42,1 
By > is, ai oom a dt So 5,56 3,70 23,2 


Versuch 8. 22.bis 25. Juli 1929. Wiederholung von Versuch 7. Statt 
Asparagin Pepton. Dauer 48 Stunden. 





Anfangs- pq End-py mg H;S 
Nitrat (Kali-) . 5,71 3,48 60,2 
Ammon (-sulfat) 5,73 2,46 12,6 
1/, Nitrat und 1/, Ammon . 5.73 2.49 18,0 
Ammonnitrat . 5,72 2,20 11,8 
Harnstoff . 5,73 3,33 57,4 
Pepton . 4,58 3,42 17,6 


Versuche 9 und 10. 6. bis 9. September und 10. bis 13. September 1929. 
Nach dem Sterilisieren und Angiéren Zugabe der angegebenen Mengen 
Nitrit (als NaNO,). Dauer 45 Stunden. 








” 
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mg H,S 
"Versuch 9s Versuch 10 
er ae 39,9 59,3 
Ammon, ohne Ny, O, vine 12,5 33,1 
aa. 25,1 33,8 
- 6. eos. 2 15,0 48,2 
e OO ~: Miles. @ 7,2 1,6 


Versuche 11 und 12. 23. bis 27. 


vember 1929. Zwei weitere Versuche dieser Art. 


September und 28. Oktober bis 2. No- 


je Liter, welches sich als zu giftig erwies, nur 20 mg. 


Versuch 12 75 Stunden. 


Statt 50mg N,O, 


Versuch 11 72, 





mg H,S8 





Versuch 11 


Versuch 12 





Nitrat. . Bs ar co be 55,6 49.5 
Ammon, ohne Ng, 03 . i re Gar ae ae 34,5 27,0 
. SO ge ON 37,1 41,2 
‘i PRE AES eee eae 39,2 31,0 
‘ rt es ies | ong esate, 5 43.9 30,4 
» a Og 6 es ere oS 36,4 16,9 


In den (geliifteten!) Nitratkulturen konnte Nitrit héchstens in 
Spuren festgestellt werden, was gut mit friiheren Beobachtungen 
(l.e. Kap. 8) ibereinstimmt. Erstaunlich ist, daB auch in den Ammon- 
kulturen, denen NaNO, zugesetzt wurde, am SchluB des Versuchs 
Nitrit nicht mehr nachzuweisen war. Offenbar werden also kleine 
Mengen salpetriger Saure bei guter Liiftung der Garansitze sehr rasch 
zum Verschwinden gebracht, jedenfalls zu Nitrat oxydiert. 

Die Werte schwanken etwas, es war nicht méglich, die Abhangig- 
keit der H,S-Bildung vom Nitritgehalt der Lésung scharfer zu erfassen. 
Doch zeigt sich in allen Versuchen, daB die H,S-Bildung aus Schwefel 
auf Ammon-N durch kleine Nitritmengen (etwa 1 bis 20 mg N,O, im 
Liter) gesteigert wird. Die optimale Steigerung betrigt etwa 30 bis 
100°, bleibt aber gleichwohl hinter der Ausbeute auf Nitrat zuriick. 


C. Spezielle Fragen, Diskussion der Ergebnisse. 


Wenn in dieser Arbeit behauptet wird, daB die Intensitat der 
Reduktion von phytochemisch (speziell durch garende Hefe) reduzier- 
baren Kérpern davon abhangt, ob Nitrat- oder Ammon-N als Stick- 
stoffquelle anwesend ist, so kann dagegen der Einwand gemacht werden, 
daB nicht die Form des Stickstoffs an sich, sondern andere Faktoren 
maBgebend sind, die mit der N-Quelle vielleicht nur mittelbar zu- 
sammenhaingen. DaB die Reduktion der untersuchten Substanzen 
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in Nitratkulturen quantitativ anders vor sich geht als in Ammon- 
kulturen (und zwar teils besser, teils schlechter), ist in den vorher- 
gehenden Abschnitten an zahlreichen Beispielen dargelegt worden. 
Damit ist aber noch nicht erwiesen, daB nur die Form des Stickstoff- 
salzes (NO,-lon bzw. NH,-lon) ausschlaggebend ist; da sich Nitrat- 
und Ammonkulturen von Hefe auch beziiglich des Wachstums, der 
pu-Veranderung in der Nahrlésung usw. verschieden verhalten, bleibt 
die Méglichkeit offen, daB diese sekundiren Momente die eigentliche 
Ursache darstellen. 


a) Was zunachst die V-Quelle selbst anbelangt, so wurden zwar die 
meisten Versuche mit Kalinitrat einerseits und Ammonsulfat anderer- 
seits ausgefiihrt, es besteht aber kein Zweifel, daB sich andere Nitrate 
und andere Ammonsalze im gleichen Sinne verhalten. Mit Methylen- 
blau sind diesbeziigliche zahlreiche Versuche ausgefiihrt worden, 
wortiber schon in der friiheren Mitteilung berichtet wurde. Wie zu 
erwarten, verhalten sich Ammonsulfat und -chlorid einerseits und K-, 
Na- und Ca-Nitrat andererseits vollkommen gleich. Ammonnitrat, 
Harnstoff und Aminosauren (Asparagin, Pepton) stehen beziiglich der 
Reduktion von Methylenblau den Ammonsalzen nahe; die Entfarbung 
erfolgt rascher als auf Nitrat, aber langsamer als auf Ammonsulfat 
oder -chlorid. Beziiglich der Reduktion von Schwefel ergibt sich (vgl. 
die Versuche 4 bis 8 des vorigen Abschnittes), da Harnstoff etwa in 
der Mitte zwischen Nitrat und Ammon-N steht; Asparagin und Pepton 
bleiben hinter Harnstoff oder gar Nitrat bedeutend zuriick, sie sind 
nur wenig besser als Ammon. Besonders auffallig ist, daB Ammon- 
nitrat wie bei Methylenblau in der GréBenordnung des Ammonsulfats 
liegt, also keine Nitratwirkung erkennen 1aBt. Dasselbe (Vorherrschen 
der Ammonwirkung) zeigt sich auch, wenn man die beiden Ionen nicht 
in einem Molekiil, sondern getrennt (halb Nitrat und halb Ammon- 
salz) gibt. ‘ 

Diese Beobachtungen sind zum Teil nicht ganz einleuchtend. Sie 
weiter auszubauen, hatte weitere Versuche notwendig gemacht; vor allem 
haitten auch andere reduzierbare Substanzen auf ihr Verhalten zu _ ver- 
schiedenen N-Verbindungen gepriift werden miissen. Da nicht abzusehen 
ist, wohin derartige Untersuchungen noch fiihren, zogen wir es vor, den 
urspriinglich gesteckten Rahmen nicht zu sehr zu erweitern und von der 
eigentlichen Fragestellung dieser Arbeit nicht zu weit abzuweichen. Es 
wurden daher zu diesen und den folgenden Erérterungen im wesentlichen 
nur zwei Reprisentanten phytochemisch reduzierbarer K6érper heran- 
gezogen, und zwar Methylenblau (starkere Reduktion auf Ammon) und 
Schwefel (starkere Reduktion auf Nitrat). 


b) Ein zweiter wichtiger Punkt ist der Hinflug der Wasserstoff- 
ionenkonzentration. Es war in der friiheren Mitteilung gezeigt worden, 
daB der py auf den physiologisch sauren Ammonsalzen als N- Quelle 
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bis gegen 2 abfallt, wahrend er auf Nitraten infolge ihrer physiologischen 
Alkalitét bei etwa 3,0 bis 3,5, also mehr als eine ganze Einheit héher, 
stehenbleibt. Es war nicht ausgeschlossen, daB diese py-Unterschiede 
auf den Verlauf einer phytochemischen Reduktion von Einflu8 sind, 
auch war es interessant, den EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration 
iiberhaupt kennenzulernen. 


Von den Schwierigkeiten, den py langere Zeit konstant zu erhalten, 
war bereits friiher die Rede. Wieder bewahrten sich Milchsaure (py etwa 
2,2 bis 2,5) und Kalk (py etwa 6,1 bis 6,5) recht gut. 


Die Versuche mit Schwefel sind im vorigen Kapitel (B, c, 4 bis 6) 
wiedergegeben. Sie zeigen (ohne Zusatz) die starke Saéuerung auf 
Ammon und die merklich geringere auf Nitrat. Sie zeigen weiterhin, 
daB auf Nitrat eine starkere Bildung von H,S auch bei saurer (Milch- 
sdure) und fast neutraler (Kalk) Reaktion stattfindet; die Werte auf 
Nitrat liegen durchweg betrachtlich héher als auf Ammon. Sie zeigen 
ferner, daB sowohl Kalk als auch Milchsaure eine Hemmung der Schwefel- 
wasserstoffbildung bewirken, und zwar wirkt stirker hemmend: auf 
Nitrat Milchsiure, auf Ammon Kalk. Man kénnte annehmen, dab 
die hemmende Wirkung beider Substanzen in einem ungiinstigen 
EinfluB auf das Hefewachstum beruht und die (im Vergleich zu den 
anderen) auBergewohnliche Schadigung des Kalkes in Ammonkulturen 
gewinne dann besondere Bedeutung, wenn man an die von Mevius! 
betonte schadliche Wirkung freier N H,-Molekiile denkt, deren Bildung 
mit zunehmender Alkalitat steigt. 


Versuche mit Methylenblau (4 ccm einer 0,3°,igen Lésung, Farbe 
anfangs dunkelblau) hatten folgendes Ergebnis: 








Ammon Nitrat 
Ohne Zusatz Milehsiure Kalk | ObneZusatz | Milchsiure|- Kalk 

Nach 

2 Std. Etwasheller Unver- Fast entfarbt Unveraindert Unver-  Etwas heller 
andert andert 

4 . Fastentfarbt Etwas Ganz , Etwas heller Fast un- Hellblau 
heller verandert 

6 , |Ganz , Hellblau ss, si Hellblau Etwas Fast entfarbt 

heller 


Diese Beobachtungen stimmen bestens zu den Ergebnissen der 
Schwefelversuche, insofern in beiden Fillen die Abhangigkeit der 
Reduktion von der N- Quelle (hier auf Ammon, dort auf Nitrat starker) 
durch die Wasserstoffionenkonzentration prinzipiell keine Anderung 


1 Planta 6, 379, 1928; 9, 1, 1929. 
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erleidet. Die Entfairbung von Methylenblau wurde, auf Nitrat und 
Ammon in gleicher Weise, durch Milchsiure gehemmt und durch Kalk 
gefordert ; die Hemmung der Entfairbung von Methylenblau bei Gegen- 
wart von Milchséiure war schon in der friiheren Mitteilung (Kap. 6) 
beobachtet worden. 

Ein Versuch mit Thiosulfat (Gardauer 120 Stunden) ergab folgende 
Werte (Milligramm H,§): 





Ammon Nitrat 


Ohne Zusatz....... 57,3 1,1 
0 ee a 85,7 41,6 
BE oe eG GN gta he Nichts Nichts 


Wieder wird also die prinzipielle Erscheinung (starkere Reduktion 
auf Ammon-N) bei geanderter Wasserstoffionenkonzentration nicht 
verindert. Im Gegensatz zu Schwefel und Methylenblau scheint fiir 
die Reduktion von Thiosulfat saure Reaktion giinstig zu sein; besonders 
auf Nitrat als N- Quelle, auf dem die Ausbeute an H,S von"/;, auf fast 1 
der korrespondierenden Ammonwerte ansteigt. Kalk wirkt sowohl 
auf Nitrat als auf Ammon absolut hemmend. 


c) Als weiterer Einwand kénnte die ungleiche Vermehrung der 
Hefe auf Nitrat und Ammon geltend gemacht werden; wie friiher 
(l.c. Kap. 1 und 7) gezeigt werden konnte, bleibt in der Tat das Hefe- 
wachstum auf Nitraten erheblich hinter Ammonsalzen zuriick. Die 
auf Ammon-N starkere Reduktion von Methylenblau, Ammonmolybdat 
und dergleichen kénnte nun so erklirt werden, daB in den Ammon- 
kulturen die Hefe besser wichst und dementsprechend auch energischer 
reduziert. Dem widerspricht aber, daB in einer ganzen Reihe von 
Fallen (Schwefel, Nitrobenzol, Valeraldehyd und andere) unter den- 
selben experimentellen Bedingungen eine starkere Reduktion auf 
Nitrat erfolgte. Schon aus diesem Grunde erscheint der Einwand nicht 
stichhaltig. Und fiir jene Fille, wo er allenfalls zutreffen kénnte (Me- 
thylenblau usw.), war eine Widerlegung in folgendem Versuch gegeben. 
Es wurden Hefekulturen in stickstofffreier Nahrlésung vorbereitet, 
iiber Nacht gut angaren gelassen und morgens der Stickstoff (einerseits 
Ammonsulfat, andererseits Kalinitrat, in besonderen K6lbchen fiir 
sich sterilisiert) zugleich mit dem Methylenblau zugegeben. Schon 
nach 2 Stunden war die Ammonkultur entfarbt, die Nitratkultur fast 
unverandert blau. Auch bei anderen Substanzen, z. B. Ammonmolybdat, 
war der Effekt derselbe, gleichgiiltig, ob man die Hefe in der kompletten 
Nahrlésung angiren lieB, oder ob man den Stickstoff erst den in voller 
Garung befindlichen Kulturen zugleich mit der zu priifenden Substanz 
zusetzte. In dieser Weise (Stickstoff erst bei Beginn des Versuchs, 
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nach dem Angiren, gegeben) wurden auch die Schwefelversuche B, c, 2, 
3a und 3b, ferner die folgenden Versuche mit Torula (d) und die mit 
verschiedenen N-Salzen (f) ausgefiihrt. 


Bei langerer, mehrere Tage dauernder Bebriitung macht sich 
natirlich der EinfluB der Stickstoffquelle auf das Hefewachstum 
geltend, in dem Sinne, wie in der friiheren Mitteilung an Hand eines 
umfangreichen Zahlenmaterials gezeigt wurde. Um auch bei langer 
dauernden Versuchen den EinfluB dieser Wachstumsunterschiede 
méglichst zu vermeiden, wurde von Anfang an gleich eine groBe Hefe- 
menge zum Ingangsetzen der Garung angewendet und im weiteren 
Verlauf jeden oder wenigstens jeden zweiten Tag von neuem frische 
Hefe zugefiigt, wodurch die Kolben standig in guter und gleichmaBiger 
Garung erhalten wurden. 


d) Es wurde auch versucht, die lebende Hefe ganz auszuschalten 
und mit Acetonhefe zu arbeiten. Das verwendete Praparat zeigte nur 
schwache Garung, reduzierte aber Methylenblau und Lauths Violett 
auf Ammon-N wesentlich rascher als auf Nitrat. 


Ein zweiter gréBerer Versuch, bei dem nach und nach 3 g Aceton- 
hefe je Kolben gegeben wurden, zeigte folgendes: 








Nach Nitrat Ammon Ohne N 





18 Std. Unverandert Hellblau Fast entfarbt 

Methylenblau, 2 ccm . 2 Tagen Etwas heller Fastentfirbt Ganz , 

a abe » = " Ganz ie “ ~ 

" 18 Std. Hellviolett (Fast n . ‘ 

Lauths Violett, 3 ecm a 2 Tagen , eis ; - 
| 18 Std. Unverandert | Unverandert Etwas heller 
Diamantgriin, 1,5 ccm A 31) » Tagen | AM Hellgriin §Ganzentfarbt 
18 Std. Unverandert Unverindert Etwas heller 
Malachitgran, 1,5 ecm :| 8). » Tagen | ast Hellgriin Ganz entfarbt 
| i Unverindert Unverindert Unverandert 

Ammonmolybdat, 10cem 4 { Schwach Fast 

" .. {| graublau unverandert 


Die Acetonhefe hatte also genau wie lebende Hefe gewirkt, nur 
schwacher. Wieder war Lauths Violett am schnellsten, nur wenig lang- 
samer Methylenblau, schwieriger Diamantgriin und Malachitgriin 
entfarbt worden. Bei dem letzteren fallt auf, daB die Entfarbung auf 
Ammon rascher erfolgte (und nicht auf Nitrat, wie friiher beobachtet 
worden war). Mit Ammonmolybdat war fast nichts zu sehen, nur 
ganz schwache Blauung auf Ammon, es scheint der Reduktion er- 
hebliche Schwierigkeiten zu bereiten. Uber die Reihe ohne Stickstoff 
wird noch zu sprechen sein. 
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Damit erledigen sich die letzten Bedenken, daB eine verschiedene 
Intensitat des Hefewachstums von maBgebendem EinfluB sein kénnte, 
da hier tote Hefe zur Anwendung kam. Ferner lassen diese Tast- 
versuche vermuten, daB auch die phytochemische Reduktion von Farb- 
stoffen kein LebensprozeB im engeren Sinne ist, sondern daB sie eine 
Begleiterscheinung der enzymatischen Stoffumwandlung, in erster 
Linie wohl des an den Zymasekomplex gebundenen Kohlenhydrat- 
abbaues darstellt. Leider erlauben es die Umstande nicht, dieser Frage 
weiter nachzugehen. 

Ubrigens hat den enzymatischen Charakter bestimmter phytochemischer 
Reduktionen bereits Newberg! dargetan, indem er z. B. Valeraldehyd auch 
durch Mazerationssaft, also in zellfreiem Medium, zur Reduktion brachte. 
Und M. Hahn? war es gelungen, Methylenblau durch PreBhefesaft zu ent- 
farben, wobei er noch zeigen konnte, daB durch Toluol oder durch Erhitzen 
auf 50 bis 60° der gréBte Teil des Reduktionsvermégens verloren geht; 
dabei ging die Garwirkung der Reduktionskraft parallel, derart, daB PreB- 
hefe mit abnehmender Garwirkung auch ihre reduzierenden Eigenschaften 
einbiiBte. Zu dieser Beobachtung stimmt gut die bedeutend langsamere 
Entfarbung der Farbstoffe durch unsere nicht sehr garkraftige Acetonhefe. 

e) SchlieBlich war noch der Umstand zu beachten, daB zu allen 
Versuchen (abgesehen von den letzten mit Acetonhefe) PreBhefe (kauf- 
liche Backerhefe) verwendet worden war, welche bekanntlich keine 
Reinkultur von Saccharomyces cerevisiae bzw. Saccharomyces ellip- 
soideus darstellt, sondern mit anderen Hefen, Milchsiurebakterien und 
dergleichen verunreinigt ist. Nun fallt es fiir Untersuchungen vor- 
liegender Art nicht allzu schwer ins Gewicht, wenn keine Reinkulturen 
benutzt werden, da es sich nicht um spezifische Wirkungen eines be- 
stimmten Organismus, sondern — wie auch die Beobachtungen an 
Aspergillus schon zeigen um eine allgemeine physiologische Er- 
scheinung handelt. Gleichwohl war es wiinschenswert, wenigstens 
einzelne markante Versuche auch mit wohldefinierten Reinkulturen 
zu wiederholen. Wir muBten uns auf einige Stichproben mit Torula 
utilis beschranken, von der gréBere Mengen zur Verfiigung standen. 

Diese mit Torula utilis angesetzten Versuche zeigten gegeniiber 
den friiheren keinen Unterschied. Methylenblau wurde auf Ammon 
rascher entfairbt; Ammonmolybdat blieb in den Nitratkulturen un- 
verandert farblos und nahm nur in den Ammonkulturen eine graublaue, 
nach und nach immer intensiver dunkelblau werdende Farbung an: 
rotes Blutlaugensalz wurde auf Ammon rasch blaugriin, auf Nitrat 
schwach gelbgriin und hinterlie8 in beiden einen blauen Niederschlag usw. 
Auch Schwefel wurde durch Torula utilis auf Nitrat starker als auf 


1 OC, Neuberg, 1. c. S. 648. 
2 M. Hahn, Miinch. med. Wochenschr. 1902, Nr. 14. 
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Ammon reduziert. Es ist wohl anzunehmen, dai andere Hefearten 
und -rassen und wohl auch andere Organismen —- auf Aspergillus wurde 
bereits hingewiesen sich prinzipiell gleich verhalten. 

f) Die Versuche hatten sich, wie in der Einleitung dargelegt ist, 
aus Studien iiber die Wirkung von Nitrat- und Ammon-N auf Hefe 
entwickelt. Daher war ein Punkt voéllig tibersehen worden, der nun 
als letztes noch zu behandeln ist, nimlich die Frage, wie die beschriebenen 
Reduktionen in stickstofffreien Ndhrlésungen vor sich gehen. Ein 
Versuch mit verschiedenen Farbstoffen hatte folgendes Ergebnis: 





Ohne N Nitrat Ammon NH, NO, Harnstoff Asparagin 


Methylenblau, 3ccm. Anfangs simtliche Losungen dunkelblau. 
Nach 3 Std.) Fast unver- Fast unver-| Hellblau  Etw. heller Etw. heller! Entfarbt 


andert andert 
| I Hellblau Hellblau = Fast entf.  Griinlich Griinlich 
, es f Ganz , Fast entf. Fast entf. 


Lauths Violett. 4cem. Anfangs samtliche Lésungen blauviolett. 
Nach 2 Std. Etw. heller | Unverind. | Hellviolett Fast unver-| Hellviolett = Entfarbt 


andert 
» 3 4 | Hellviolett Fast unver- Entfarbt  Hellvyiolett | Fast entf. ‘ 
andert 
4 , | Fast entf. Fast unver- js Entfarbt entfarbt P 
andert 


Bei Zugabe weiterer Farbstoffmengen (Methylenblau je 2cem nach 
5 und 24 Stunden, Lauths Violett je 3cem nach 5, 8 und 24 Stunden). 
wiederholte sich, nach und nach langsamer, dieselbe Erscheinung. 





Ohne N Nitrat Ammon NH, NO; Harnstoff Asparagin 


Wasserblau, 5 cem. Anfangs simthehe Losungen ultramarinblau. 
Nach 8Std. Unverand.| Unverand. Unveraind. Unveriind. Unveriaind. Unverand. 


” » i e - Etw. heller Etw. heller e 
» 2Tagen | e i Hellblau ss, 4 ; ‘ 
oe ‘a | " Fast entf. Hellblau a Hellblau 


Ammonmolybdat, 15eem. Anfangs farblos. 
Nach 8StdJ\Griinstichig) Unverand. | Griinlich  Graugriin Fast unver- Unverand. 


andert 
i“ ae Grinlich | Griinlich | Blaugriin = Blaugriin  Griinlich 
»2Tagen| Hellgriin  Graugrin Graublau Blau i . 
+3 4 || Olivgriin “ Dunkelblau Dunkelblau  Olivgriin m 
(dunkler) 


Dieser Versuch wurde vollstandig wiedergegeben, da er auch zu 
zwei anderen, bereits behandelten Punkten einen Beitrag bringt. Er 
zeigt naimlich sehr schén, daB die Reduktion verschiedener Substanzen 
verschieden schnell vor sich geht; noch schneller als Methylenblau 
wurde wieder Lauths Violett entfairbt, bedeutend langsamer folgten 
Ammonmolybdat und Wasserblau. Auch der Einflu8 verschiedener 
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N-Salze kommt gut zum Ausdruck: Ammonnitrat etwa in der Mitte 
zwischen Nitrat und Ammon stehend, aber mehr zu letzterem neigend; 
Asparagin und Harnstoff bei Methylenblau und Lauths Violett noch 
energischer als Ammon, bei Wasserblau und Ammonmolybdat fast 
wirkungslos. 

Auf den stickstofffreien Kulturen war die Reduktion ungefahr 
parallel zum Nitrat erfolgt, bei den Farbstoffen vielleicht ein wenig 
intensiver, bei Ammonmolybdat etwas langsamer. Jedenfalls hat 
Nitrat keine besonders hemmende Wirkung ausgeiibt, dagegen Ammon-N 
ausgesprochen férdernd gewirkt. 

Ein N-freier Versuch mit Schwefel und Thiosulfat ist unter B, c, 3b 
beschrieben worden. 

Damit ist das experimentelle Material, welches wir zu der an- 
geschnittenen Frage beizutragen haben, erschépft. In dieser Arbeit 
wurden die physiologischen Momente (verschiedene Stickstoffsalze, 
pu-Wirkung und dergleichen) starker betont. Eine Deutung der Er- 
gebnisse ist aber wohl nur méglich, wenn die chemischen und physikali- 
schen Eigenschaften, vor allem die Redoxpotentiale! der angewandten 
Substanzen beriicksichtigt werden. Es wiirde zu weit fiihren, darauf 
niher einzugehen. Offenbar hat man es bei den beschriebenen Er, 
scheinungen mit einem System von zwei reduzierbaren K6rpern- 
nimlich Nitrat einerseits und Schwefel, Methylenblau usw. andererseits 
zu tun (die Wirkung von Ammon-, Amid- und Aminstickstoff ist wohl 
zunachst rein physiologisch zu erklaren). Je nach der Héhe des Reduk- 
tionspotentials tritt nun Férderung oder Hemmung bei Gegenwart 
von Nitrat-N auf, wobei dieses selbst hinsichtlich seiner Reduktion 
etwa in der Mitte steht. Man miiBte also annehmen, dab z. B. Schwefel 
noch leichter als Nitrat und dieses leichter als z. B. Methylenblau 
reduziert wird, wobei wir uns vorstellen, daB der leichter reduzierbare 
Schwefel das Nitrat und dieses das Methylenblau vor der Reduktion 
schiitzt. Es miiBte dann ganz allgemein jeder leichter reduzierbare 
K6érper den schwerer reduzierbaren schiitzen und die friiher aus- 
gesprochene und anfangs dieser Arbeit wiederholte Annahme wire 
richtig in der Weise zu formulieren, daB man den Verlauf der Reduktion 
mehrerer reduzierbarer Kérper nicht von einer (wenig iiberzeugenden) 
subjektiven Einstellung der Hefe, sondern von der GréBe des Reduktions- 
potentials der nebeneinander anwesenden Verbindungen abhangig macht. 

Ferner ware zu erwagen, inwieweit sich Beziehungen ergeben zu 
der von Wieland vertretenen Ansicht, wonach das Wesen der biologischen 
Oxydation darin besteht, daB bei der Reduktion eines Stoffes ein anderer 


1 Vgl. Michaelis, Oxydations-Reduktions-Potentiale. Berlin, Springer, 
1929. 
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, dehydrogenisiert‘‘ und somit oxydiert wird; Spiro! erwihnt, daB es 
seinen Mitarbeitern gelungen sei, ,,mit Hilfe der Hefe und durch den 
Schwefel Bernsteinsiure in Fumarsdure, Milchsiure in Brenztrauben- 
siure usw. zu verwandeln, also biologische Oxydationen auszufiihren 
durch Anwendung eines Kérpers (Schwefel), der seinerseits reduziert 
wird und somit oxydierend wirkt. Es ist nicht ausgeschlossen, daB 
derartige Verhaltnisse auch bei unseren Versuchen mitspielen. Naher 
darauf einzugehen, wurde unterlassen, da wie bereits erwahnt 

in erster Linie rein physiologische, speziell ernahrungsphysiologische 
Momente maBgebend waren, aus denen heraus sich auch die Arbeit 
entwickelt hatte. Eine starkere Betonung der biochemischen Gesichts- 
punkte wiirde weitere Untersuchungen, und zwar mit wesentlich ver- 
feinerter Methodik, verlangen. 


Zusammenfassung. 


1. Von den untersuchten Substanzen wurden abgesehen von 
einer Anzahl organischer Farbstoffe, wie Safranin, Fuchsin und andere, 
welche keine sichtbare Veranderung erlitten— die einen auf Ammon-, 
andere auf Nitrat-N starker reduziert. Zu jenen (starkere Reduktion 
auf Ammon-N) gehéren: Methylenblau, Lauths Violett, Wasserblau 
und andere organische Farbstoffe; Molybdate, Chromate und 
andere anorganische Salze, wie gelbes und rotes Blutlaugensalz, 
Thiosulfat und andere. Zu diesen (starkere Reduktion auf Nitrat-N) 
gehéren: element. Schwefel, Nitrobenzol und Valeraldehyd. 

2. Prinzipiell gleich verhalten sich einerseits Kalinitrat, Natrium- 
nitrat, Calciumnitrat und andererseits Ammonsulfat und Ammon- 
chlorid. Ammonnitrat steht nicht in der Mitte, sondern es herrscht 
die Ammonwirkung vor ; ebenso in Mischungen von Nitrat und Ammon- 
salz, z. B. KNO, + (NH,),S0O,. Aminostickstoff (Asparagin, Pepton) 
wirkt wie Ammon-N, unter Umstanden noch giinstiger. Harnstoff 
wirkt in einzelnen Fallen (z. B. Methylenblau) ahnlich wie Ammon-N, 
in anderen Fallen (z. B. Wasserblau, Ammonmolybdat und besonders 
Schwefel) steht er dem Nitrat nahe. 

3. Die Geschwindigkeit der Reduktion verschiedener Substanzen 
ist eine verschiedene. Soweit die Versuche einen solchen SchluB zu- 
lassen, kann man etwa folgende Reihenfolge aufstellen: Lauths Violett 
> Methylenblau > Wasserblau > rotes Blutlaugensalz > gelbes Blut- 
laugensalz > Methylgriin, Diamantgriin > Ammonmolybdat > Kalium- 
chromat. Ferner Schwefel > Thiosulfat > Nitrobenzol, Valeraldehyd. 
Diese Aussagen sind natiirlich sehr subjektiv (am ehesten sind noch 
gleichwertige Substanzen, z. B. gewisse Farbstoffe, miteinander zu 





1 Ergebn. d. Physiol. 24, 497, 1925. 
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vergleichen) und deshalb unsicher; verschiedene Léslichkeit, ver- 
schieden starke Giftwirkung auf die Hefe und andere physiologische 
Momente diirften wesentlich mitspielen, nicht nur die Reduzierbarkeit 
an sich. 

4. Die beschriebenen Reduktionen finden auch statt, wenn der 
Nahrlésung kein Stickstoffsalz zugefiigt wird. Mit Nitrat und Ammon 
verglichen ergibt sich etwa folgende Abstufung der Intensitat bei: 

Schwefel ohne N > Nitrat > Ammon 
Methylenblau 


L auths V ‘jolett 


Diamanteriin | ohne N > Ammon > Nitrat 


Malachitgriin 


Thiosulfat 
Molybdat 
Chromat 


Ammon > ohne N > Nitrat 


5a. Verschiedene Wasserstoffionenkonzentration andert nichts an 
der unter Ziffer 1 erwahnten Feststellung. Relativ starkere Reduktion 
auf Ammon-N (Methylenblau und andere) bzw. auf Nitrat-N (Schwefel 
und andere) findet auch statt, wenn die Reaktion sauer (Milchsaure) 
oder alkalisch (Kalk) gehalten wird. 

5b. Dagegen férdert Kalk die Entfarbung von Methylenblau 
absolut sowohl auf Ammon als auf Nitrat ; umgekehrt wird die Reduktion 
von Thiosulfat sowohl auf Ammon als insbesondere auf Nitrat durch 
Milchsaure geférdert. Die Reduktion von Schwefel wird sowohl durch 
Kalk als auch durch Milchséiure gehemmt, und zwar durch Milchsaéure 
starker auf Nitrat, durch Kalk auf Ammon. 

6. Kleine Nitritmengen (1 bis 20 mg N,O,/1000 ccm) férdern in 
Ammonkulturen die Bildung von H,S aus Schwefel. Dasselbe wurde 
auch bei der Bildung von Anilin aus Nitrobenzol beobachtet. 

7. Einzelne Tastversuche zeigten, daB sich Reinkulturen von 
Torula utilis und Acetondauerhefe gleich verhalten wie die zu den 
meisten Versuchen verwendete PreBhefe. 

Es bleibe dahingestellt, inwieweit diese — teilweise allerdings noch 
liickenhaften — Befunde mit den Vorstellungen iiber Redoxpotentiale 
einerseits und mit der Theorie der biologischen Dehydrierung anderer- 
seits in Einklang zu bringen sind. 


Herrn Direktor Dr. A. Mittasch und Herrn Prof. Dr. G. Klein méchten 
wir auch an dieser Stelle fiir ihr stets férderndes Interesse an der Arbeit 
unseren ergebensten Dank zum Ausdruck bringen. 
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C 0,-Bestimmung 
in Fliissigkeiten und Geweben durch Mikrotitration. 


Von 
A. Krogh und P. Brandt Rehberg. 
(Aus dem zoophysiologischen Laboratorium der Universitit Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 15. Juni 1930.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Im AnschluB an die von uns friiher beschriebene Methode fiir 
CO,-Bestimmung in der atmospharischen Luft! haben wir jetzt eine 
mikrotitrimetrische Methode ausgearbeitet fiir die Bestimmung von 
geléstem und gebundenem CO, in natiirlichen Gewassern, einschlieBlich 
dem Meere, Blut und biologischen Fliissigkeiten. Die Methode wird 
auch fiir kleine Gewebsstiicke anwendbar sein. 


Die Methode verwendet das von Nicloux® beschriebene Prinzip 
der Austreibung und Absorption in Vakuum. 


Fir die Bestimmung braucht man’: eine Mikrobiirette nach 
Rehberg, einen oder zwei Vakuumapparate wie Abb. | fiir griBere oder 
wie Abb. 2 fiir ganz kleine Fliissigkeitsmengen oder Gewebsstiicke, 
eine kalibrierte MeBpipette, wie in Abb. 1 (4) abgebildet, zur Abmessung 
der zu bestimmenden Fliissigkeit (2 bis 20 ccm), eine Rekordspritze 
von 0,3 bis 0,5 cem genau definiertem Totalvolumen mit einer 5 bis 6 cm 
langen Kaniile, eine gute und schnell arbeitende Wasserstrahl- oder 
andere Vakuumpumpe, einen Natronkalkturm mit Gaswaschflasche in 
Verbindung mit Druckluft zur Erzeugung von CO,-freier Luft, eine 
Natronkalkréhre mit Schraubenquetschhahn und Leitung in Ver- 


1 Krogh u. Rehberg, diese Zeitschr. 205, 265, 1929. 

2 Nicloux, Bull. Soc. Chim. Biol. 9, 639, 1927. 

3 Die Apparate kénnen von der Firma Struers chemisches Laboratorium, 
Kopenhagen, bezogen werden. 
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bindung mit Druckluft zur Erzeugung von einem langsamen, CO,- 
freien Luftstrom fiir die Titration, ein Heizbad mit Wasser von min- 
destens 30 bis 40°, eine kleine Gasflamme, ein Kihlbad (groBes 
Becherglas mit kaltem Wasser), Hahnschmiere von folgender Zusammen- 
setzung: 20g Rohgummi in 64g Vaseline + 16g Paraffin (56°) gelést, 
eine genau bestimmte Salzsaure fiir die Titration, eine Barytlésung 
mit alkoholischem Kresolphthalein und mit 0,5°, BaCl, versetzt in 
Vorratsflasche aus gutem Glas. mit Heber und Natronkalkréhre wie 
in unserer friiheren Abhandlung beschrieben, eine Saurelésung (H, PO,) 
fiir die Austreibung der CO,, eine Pipette fiir die Abmessung dieser 
Saure. 


Y 





w 








Fir Fliissigkeiten mit geringerem Kohlensauregehalt, die in Mengen 
von wenigstens 3 ccm zur Verfiigung stehen, benutzt man den Apparat 
Abb. 1. Durch den Hahn (1) bringt man eine nicht fliichtige Saure 
im UberschuB in die Kugel (2). Wir brauchen m/1 H, PO, in Mengen 
von 0,1 bis 0,2cem. Man spiilt mit CO,-freiem Luftstrom nach und setzt 
den Rezipienten (3) zunachst leer, aber innen feucht an. Jetzt wird mit 
der Wasserstrahlpumpe durch den Hahn (1) unter leichtem Erwarmen 
(mit der Hand) von 2 und 3 evakuiert. Nach vollendeter Evakuierung 
wird der Hahn (1) wieder verschlossen, mit der Druckluftleitung durch 
den Natronkalkturm verbunden und langsam geéffnet. Die Spritze 
wird mit Baryt gefiillt, der Rezipient (3) so weit geliiftet, daB die Kaniile 
eingefiihrt werden kann, und die abgemessene Menge in den Rezipienten 
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entleert. Durch den Strom von CO,-freier Luft wird die Barytlésung 
vollkommen, geschiitzt. Zum zweiten Male wird sorgfaltig evakuiert, 
und hierbei hat es sich als vorteilhaft herausgestellt, den ganzen 
Apparat zuletzt in Wasser von 30 bis 40° einzutauchen, um durch 
den Dampf alle Luft zu entfernen. Der Hahn (1) wird unter Wasser 
verschlossen. 


Unmittelbar nach der Evakuierung wird die zu _ bestimmende 
Flissigkeit eingefiihrt. Die MeBpipette (4) wird mittels Gummischlauchs 
an den Hahn (1) angesetzt und mittels einer lang ausgezogenen Roéhre (5) 
vollstandig mit der Flissigkeit gefiillt und ausgespiilt. Unter fort- 
gesetztem Einstrom wird die Rdoéhre (5) zuriickgezogen, darauf der 
Hahn (1) ein wenig ge6ffnet und die Fliissigkeit bis an die Marke langsam 
eingesaugt. Die MeBpipette wird abgenommen und eventuell die 
Réhre (1) unter dem Hahn ein wenig erwirmt, um Fliissigkeitsreste 
in den Behalter zu treiben. Der Behialter (2) wird jetzt vorsichtig, 
etwa 15cm iiber einer kleinen Gasflamme oder im Wasserbade, 
geheizt und der Rezipient (3) gleichzeitig gekiihlt. Man schiittelt fort- 
waihrend, um die Absorption zu férdern und explosives Aufkochen 
der Fliissigkeit zu verhindern. Wenn in etwa 3 Minuten !. bis 144 cem 
Wasser aus (2) in (3) tberdestilliert sind, ist die CO,-Absorption 
sicher beendet. Bei der Bestimmung von groBen CO,-Mengen (0,5 cem) 
1aBt man am besten 1! cem iiberdestillieren, um das lastige Schiumen 
wahrend der Titrierung zu beseitigen. 


Die kleine Fliissigkeitsmenge in (1) iber dem Hahn wird entfernt 
und die Réhre mit FlieBpapier ausgewischt, bevor man wiederum mit 
dem Natronkalkturm verbindet und den Hahn (1) vorsichtig éffnet. 
Der Rezipient (3) wird jetzt abgenommen und sofort eine kleine Spiil- 
rohre (6) mit CO,-freier Luft eingehingt. Der Rezipient wird auf das 
Stativ der Mikrobiirette gehingt und titriert. 

Vor jeder Versuchsreihe titriert man zuerst eine kleine Menge 
Barytlésung in dem gereinigten Rezipienten bis zum genauen Umschlag. 
Die endgiiltige Einstellung der Barytlésung erfolgt nach Evakuierung, 
Abmessen im Apparat und Destillation genau wie in einer Analyse. 
Nach jeder Bestimmung wird die titrierte Fliissigkeit aus dem Rezi- 
pienten (3) einfach weggegossen, das Schliffstiick innen mit Flieb- 
papier abgewischt, der Rezipient ist dann sofort wieder gebrauchs- 
fertig. Die analysierte Fliissigkeit wird aus (2) durch die Roéhre (1) 
entfernt. 

Fir die Fliissigkeitsabmessung kann man Pipetten von 2 bis 20 cem 
verwenden. Als Titerfliissigkeit kommt entweder normale bzw. zehntel- 
normale oder 0,894 bzw. 0,0894 n Salzsiure in Betracht. Bei der letzten 
entspricht jedes cmm Saure 1 emm CQO, im Normalzustand. 


12* 
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Fiir Bestimmungen an Meerwasser ist n HCl und etwa 10 ccm 
Wasser zweckmaBig. 


























Abb. 2. 


Fiir Fliissigkeiten, die nur in kleiner Menge zur Verfiigung stehen 
oder sehr groBe CO,-Mengen enthalten, wie etwa Blut, verwendet man 
den Apparat Abb. 2, welcher mit einem besonders konstruierten AbmeB- 
hahn (4) versehen ist. Dieser hat keine Bohrung, sondern eine aus- 
geschliffene, méglichst kurze und weite, etwa 0,1 bis 0,15 ccm fassende 
MeBtasche. Das genaue Volumen wird durch Abmessen von Queck- 
silber bestimmt. Nach dem Einfiillen von etwa leccm Quecksilber 
wird die Réhre (4) auf kurze Zeit mit der Wasserstrahlpumpe ver- 
bunden, um alle Luftblasen zu entfernen. Jetzt wird der Hahn zu- 
gedreht, das Quecksilber aus der Roéhre sorgfaltig entfernt, der Hahn 
wieder geéffnet und das Quecksilber aufgefangen und gewogen. Fiir die 
Blutbestimmung bringt man zuerst etwa 5ccm m/20 H, PO, (am besten 
CO,-frei) in den Behilter, evakuiert und beschickt mit Baryt unter 
CO,-freiem Luftstrom, wie oben beschrieben. Die letzte Evakuierung 
wird zweckmaBig vorgenommen, nachdem man schon das Blut (min- 
destens 0,25 cem) in den Hahn eingefiillt und diesen zugedreht hat. 








oO, @ 


< 


— 


, = 














CO,-Bestimmung in Flissigkeiten usw. durch Mikrotitration. 181 


Man muB bei der Fiillung genau aufpassen, daB sich keine Luftblasen 
in der MeBtasche befinden. Nachdem der Hahn (1) verschlossen und 
der Apparat von der Pumpe abgestellt ist, dreht man die MeBtasche 
nach (2) und spiilt sie mehrmals mit der Saiure aus. Nach | bis 2 Minuten 
Destillation, wenn die CO, beinahe vollstandig absorbiert ist, wiederholt 
man diese Ausspiilung und destilliert noch weitere 2 Minuten. Der 
Rezipient wird abgenommen und die Titration, wie oben beschrieben, 
vorgenommen. 


Fehlerquellen und Genauigkeit. Die folgenden VorsichtsmaBregeln 
sind zu beachten. Die zum Einfiillen und Spiilen benutzte Luft muB 
durch eine hohe Schicht frischen Natronkalks streichen, um vollkommen 
von CO, befreit zu werden. 


Die von Fliissigkeiten passierten Glashihne werden leicht undicht, 
die Einfettung mu8 daher oft erneuert werden. Am besten bleiben 
die Réhren 1 (Abb. 1) und 4 (Abb. 2) wahrend der Destillation mit 
Wasser gefiillt. 


Fiir die Abmessung mit der Spritze 14Bt man zuerst etwas Baryt 
von der Vorratsflasche auslaufen, ehe man sie mit der Spritze ver- 
bindet, und spiilt dann jedesmal die Spritze zuerst mit Baryt aus. 


Wenn die Vorschriften genau befolgt werden, sind die Fehler auf 
MeBfehler und Titrationsfehler beschrankt und kénnen bei Anwendung 
von n HCl innerhalb 0,5 cmm, bei Anwendung von n/10 HCl jedenfalls 
innerhalb 1 cmm gehalten werden. Zur Kontrolle haben wir die folgenden 
Bestimmungen gemacht. 


278,2 mg reinstes, wasserfreies Na,CO, wurden im Literkolben 
abgewogen und mit im Vakuum ,ausgekochtem, destilliertem Wasser 
bis zur Marke versetzt. Der Kolben wurde mit Heber und Natronkalk- 
rohre versehen und aus der Lésung eine Reihe von Bestimmungen 
mittels zweier Apparate Modell 1 vorgenommen. 

Einstelltitrierungen an der Barytlésung 86,5, 86,5 cmm n HCl. 
Titrierungen: Apparat I: 26,5, 26,8, 26,5, 26,6, 27,0; Mittel: 26,7 cm. 

Apparat II: 26,8, 27,0, 26,8, 26,9, 27,0; Mittel: 26,9 cm. 

Das abgemessene Volumen von 11,3ccm entspricht somit 86,5 
— 26,8 = 59,7 cmm HCl, und man berechnet aus den Titrierungen eine 
Konzentration der Na,CO,-Lésung von 2,64 mM, wahrend die Wigung 
2,625 ergibt. 


Eine Lésung von Na,CO, in CO,-freiem Wasser wird direkt mit 
Salzsiure unter Anwendung von Methylorange titriert, 2 ccm werden 
von 0,72cem n/10 HCl neutralisiert, und die Molaritat ist somit 0,0180. 


An dieser Lésung wird mit zwei Apparaten Modell 2 eine Reihe von 
Bestimmungen gemacht. 
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Finstelltitrierungen an der Barytlésung: 97,6, 97.8 emm n/10 HCl. 
Apparat I: MeBtasche 0,1263ccem, Titrierungen 52,4, 52,5, 52,0; Mittel: 52,3. 
Apparat II: MeBtasche 0,1385 cem, Titrierungen 48,0, 47,6, 47,8, 47,9; 

Mittel 47,85. 

Die abgemessenen Volumina entsprechen, somit: 

Apparat I: 97,7 — 52,3 45,4emm, entsprechend 0,01795 Mol. 

Apparat I]: 97,7 — 47,85 = 49,85 ,, an 0,0180 — ,, 

Die oben genannte Lésung von 2,625 mM haben wir schlieBlich 
noch wie Blut mit dem Apparat II zu bestimmen versucht unter Ver- 
wendung von n/100 HCl und einer entsprechend verdiinnten Baryt- 
lésung, jedoch mit 5°, BaCl,. Es ist nicht méglich, diese Lésung 
wirklich genau zu titrieren. Wenn die rote Farbe verschwunden ist, 
kommt sie in kurzer Zeit wieder zuriick, und dies wiederholt sich mehr- 
mals, besonders nach der Destillation, wenn in der Lésung Barium- 
carbonat zugegen ist. Wir haben bis zum ersten Verschwinden der 
Farbe titriert. 


Wir haben die folgenden Resultate erhalten: 

Einstellung der Barytlésung: 85,1, 84,4, 86,7, 84,8; Mittel 85,4cmm 
n/100 HCl. 

Titrierungen: Apparat I: 0,1263 cem 21,6, 21,0, 20,0, 21,3; Mittel 21,0. 

Die Bestimmung entspricht einer Molaritat von 2,55 statt 2,625 mM. 

Die ganze in diesem Falle iibergefiihrte CO,-Menge ist 7,2 cmm oder 
14,1 y, die mit einer Genauigkeit von etwa 5°, durch eine Titrierung 
bestimmt werden kann. Wir sind offenbar an der Grenze der Methode 
angelangt. 

Mit dem Apparat II wird es offenbar méglich sein, Bestimmungen 
an Gewebsstiickchen auszufiihren, wenn solche im CO,-freien Wasser 
in die MeBtasche eingefiihrt werden. Wir haben solche Bestimmungen 
nicht ausgefihrt. 

Zusammenfassung. 


Apparate und Methoden fiir eine Mikrobestimmung von CO, in 
Fliissigkeiten werden beschrieben. Das Gas wird durch Saure im Vakuum 
frei gemacht, in Barytlésung aufgefangen und mittels einer Mikro- 
birette durch Saure titriert. 

Apparat I eignet sich fiir Wasser und ahnliche Flissigkeiten in 
Mengen von 3 bis 20 ccm und CO,-Mengen von etwa 700 bis 30 cmm. 


Apparat II ist fiir CO,-Mengen in denselben Grenzen bestimmt, 
die aber in 0,1 bis 0,15 cem Fliissigkeit vorhanden sein miissen. Dieser 
Apparat ist auch fiir Gewebsstiickchen von etwa 50 bis 100 mg Gewicht 
anwendbar. 
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Nachweis von Phosphagen im elektrischen Organ von Torpedo. 


Von 
Bruno Kisch 
(Aus der zoologischen Station in Neapel.) 


(Ausgefiihrt 
mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft !.) 


(Eingegangen am 15. Juni 1930.) 


Untersuchungen tiber die biochemische Bedeutung des Harnstoffs 
bei Selachiern, deren Organe und Koérpersafte 1'. bis 2',°, dieser 
Substanz enthalten, erregten den Gedanken, ob Harnstoff im Phosphor- 
stoffwechsel bei diesen Tieren nicht eine ahnliche Rolle spiele, wie 
Kreatin und Arginin in anderen Fallen des Tierreiches. 

Diese Uberlegungen fiihrten zur Uberpriifung und grundsitzlichen 
Bestatigung der Befunde von Eggleton und Eggleton? beziiglich des 
Kreatin- und Phosphagengehaltes der Muskulatur von Selachiern. Als 
ich hierbei den Kreatingehalt ,der verschiedenen Organe und Koérper- 
sifte von Torpedo untersuchte, war das Auffallendste der auBer- 
ordentlich hohe Kreatingehalt des elektrischen Organs, der hier, pro- 
zentual auf das Frischgewicht bezogen, ebenso hoch ist wie in der 
quergestreiften Muskulatur der gleichen Tiere und wesentlich héher 
als der Kreatingehalt irgend eines bekannten tierischen Organes auBer 
der quergestreiften Muskulatur °. 

Die Tabelle I gibt einige Zahlen fiir den als Kreatinin nach Folin 
kolorimetrisch bestimmten Gesamtkreatin (+ Kreatiningehalt*) von Herz, 
Korpermuskulatur und elektrischem Organ. Zur Untersuchung waren 





1 Herrn Direktor Professor Dr. R. Dohrn und den Herren der Neapler 
Station, vor allem Herrn Professor Dr. Sereni, bin ich auch diesmal wieder 
fiir ihre freundliche Unterstiitzung meiner Arbeit zu aufrichtigem Danke 
verpflichtet. 

2 P. Eggleton, und G. P. Eggleton, Journ. of Physiol. 45, 15, 1928. 
Siehe auch P. Eggleton, Phys. Rev. 9, 432, 1929. 

3 Vgl J.C. Becker, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 1921, 1913. 

* Zu den Untersuchungen wurde ein kleines Dubosquesches Kolori- 
meter verwendet. 
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Tabelle I 


Kreatingehalt von Muskel und elektrischem a 





Herz Riickenmuskel Brestmeskel ° Elektr. Organ 





Tier Trocken- Trocken- Trocken- | Trocken- 
subst. |Kreatin|| SUbSt. Kreatin Subst. | Kreatin, subst.  Kreatin 
99 | %9 lo %o 
“| 

Torpedooc.26,c | — 54,0 — (3175 — | 

:. ogee 9 } — |508] — |s04) — — | 

~~ ae g | |} — |2578) — | — | — /| 8111 

“ 9 205 29, 63.4 | 24,9 | 313,7 | 23,6 | 2780! 11 271,8 

‘ ” 99. : | 23) 66,7 25,7 265.4 a — 12,6 | 317,5 
Sphyrna cygaena | — |401,8 
Labrus turdus . | =- 422.9 

(Teleostier) 


* Als Brustmuskel wird hier der M. coracomandibularis und M, depressor rostri bezeichnet. 
(Nomenclatur nach B. Tiesing, Jen. Zeitschr. f. Nat. 80, 75. 1896.) 


die frisch entnommenen Organe zerkleinert und 1, Stunde mit dem 
neunfachen Volumen 10°, iger Trichloressigsiure extrahiert worden. 
2 cem der filtrierten Lésung wurden zur Kreatinbestimmung verwendet, 
also 0,2 g Substanz des Organs entsprechend. Praformiertes Kreatinin 
lieB sich bei Anwendung dieser Methode und dieser Mengen nicht sicher 
nachweisen. In einem Falle (Torp. oc. 29) wurde auch je 0,2 cem Blut, 
Liquor cer. und 0,2 g Milz (stets in Doppelkontrollen) gepriift. In Blut 
und Liquor war Kreatin bei den verwendeten Substanzmengen nicht, 
in der Milz nur in geringen Mengen nachweisbar. 


Die gleichzeitig ausgefiihrten Trockensubstanzbestimmungen 
zeigen, daB, auf die Trockensubstanz des Organs bezogen, der Kreatin- 
gehalt des elektrischen Organs sogar viel héher ist als der der K6rper- 
muskulatur, wenn auch ‘nicht eigens gepriift wurde, inwieweit die 
Extraktion bei dem angewendeten Verfahren eine vollstandige war. 


Das Vorkommen von Kreatin im elektrischen Organ von Torpedo 
ist schon von Schultze! vermutet worden, der es zwar nicht nachweisen 
konnte, aber annahm, daB ein Teil des von ihm im elektrischen Organ 
reichlich gefundenen Kreatinins sich erst bei der Analyse aus Kreatin 
gebildet habe. Th. Weyl? gibt an, im elektrischen Organ von Torpedo 
Kreatin neben wenig oder keinem Kreatinin gefunden zu haben. 
SchlieBlich findet sich auch bei Krunkenberg? eine Angabe, daB er im 
elektrischen Organ von Torpedo marmor. Kreatin aber kein Kreatinin 
fand. Quantitative Untersuchungen liegen aber meines Wissens bisher 
nicht vor. 


1 M. Schultze, Journ. f. prakt. Chemie 82, 1, 1864. 
2 Th. Weyl, M. Ber. Kgl. Akad. Wissensch. Berlin, 1881, S. 381. 
8 C. Fr. W. Krukenberg, Unters. physiol. Inst. Heidelberg IV, 8. 48, 1881. 














ve wo3U€©;7FFrlUhOOlhC(—C 








Nachweis von Phosphagen im elektrischen Organ von Torpedo. 185 


Erst die Untersuchungen der letzten Jahre! haben eine physiolo- 
gische Bedeutung des Kreatins in Form seiner Phosphorsaiureverbindung 
(Phosphagen) fiir den quergestreiften Muskel erkennen lassen, und so 
war es verlockend, nach Phosphagen in einem Organ zu suchen, das 
so reich an Kreatin ist, mit dem Muskel, dem es genetisch aufs nachste 
verwandt ist?, die plétzliche hochgradige, auf Nervenerregung erfol- 
gende Energieproduktion gemein hat, wihrend es im Gegensatz zum 
Muskel jeglicher kontraktiler Elemente bei Torpedo entbehrt. Hier 
liegt vielleicht eine Méglichkeit, sowohl fiir die Zusammenhange in 
der Chemie der Muskelzuckung als fiir die Chemie der elektrischen 
Entladung bei Torpedo neue Erkenntnisse zu gewinnen. 

Die enge Begrenzung von Zeit und Material lieBen zundchst nur 
die folgenden ersten Ergebnisse erzielen, die hoffentlich spater erweitert 
werden kénnen. 

Methodik. 


Fiir siimtliche Phosphorbestimmungen wurde die von Lohmann und 
Jendrassik® modifizierte Methode von Fiske und Subbarow* verwendet. 
Zur Bestimmung verwendete ich ein kleines Dubosqusches Kolorimeter der 
Firma Ch. und F. Pellin, Paris. Alle Ablesungen wurden unter AuBenlicht 
abblendendem Dunkelschutz mit der gleichen, in einem Apparat eingebauten 
kiinstlichen Lichtquelle vorgenommen. Die Bestimmung des ,,wahren“ 
anorganischen Phosphates durch Fillung als Magnesiumammoniumphosphat 
und des ganzen séureléslichen, mit der Methode von Fiske und Subbarow 
bestimmbaren Phosphates zur Ermittlung des Phosphagen-Phosphates als 
Differenz dieser beiden Werte, wie sie von Meyerhof und Suranyi® an- 
gegeben wurde, ist jiingst in vorziiglicher Genauigkeit von Lohmann® 
beschrieben worden, an dessen methodische Angaben ich mich bei Durch- 
fiihrung der Versuche gehalten habe. 


Es wurden stets zu einem Versuch etwa 2 g des elektrischen Organs 
méglichst in einem Stiick auf einer Handwaage abgewogen. Der Wige- 
fehler betrug maximal + 0,02 g, also etwa 1°. Da bei Verwendung 
groBer Tiere und dem notwendig schnellen Arbeiten der Fehler, der 
durch den Gehalt der untersuchten Substanz an Bindegewebe, GefaiBen 
und vor allem an Nerven bedingt ist, gréBer ist als bei jungen Tieren, 


1 Eine zusammenfassende Darstellung des Gebietes ist soeben von 
O. Meyerhof in der Sammlung ,,Monographien aus dem Gesamtgebiete der 
Physiologie der Pflanzen und der Tiere‘, Verlag J. Springer 1930, erschienen. 
Siehe ferner P. Eggleton, Phys. Rev. 9, 432, 1929 und Z. Lehnartz, Zeitschr. 
f. physiol. Chemie 184, 1, 1929. 

2 Literatur iiber die Anatomie des elektrischen Organs siehe A. Rosen- 
berg, Handbuch der normalen und pathologischen Physiologie, Bd. VIII /2, 
S. 879. Verlag J. Springer 1928. 

3 K. Lohmann u. L. Jendrassik, diese Zeitschr. 178, 419, 1926. 

4 C. H. Fiske u. M. Subbarow, Journ. of biol. Chem. 66, 375, 1925. 

5 O. Meyerhof u. J. Suranyi, diese Zeitschr. 191, 106, 1927. 

& K. Lohmann, ebendaselbst 194, 306, 1928. 
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habe ich méglichst an jugendlichen Torpedos im Gewicht von 30 bis 100 g 
gearbeitet. Da die Tiere auf jeden Reiz leicht mit elektrischen Schlagen 
antworten, andererseits der elektrische Schlag in seinem EinfluB auf 
den Phosphagengehalt gepriift werden sollte, so ging ich bei der Unter- 
suchung folgendermaBen vor: Mit einem Netz wurden die Tiere aus dem 
Bassin mit strémendem Seewasser, in dem sie sich befanden, auf ein 
Brett gehoben und bauchabwarts gelegt. Darauf wurde das eine elek- 
trische Organ (A-Organ) sogleich durch einen tiefen Schnitt an seiner 
medialen Grenze des nervésen Zusammenhangs mit dem Zentral- 
nervensystem beraubt. Wahrend ein Gehilfe den Fisch am Brett fest- 
nagelte, wurde schon die das elektrische Organ bedeckende Haut 
seitlich mit der Schere durchtrennt und abgezogen, ein etwa 2 g schweres 
Stiick des freigelegten Organs ausgeschnitten, auf der Handwaage 
(da keine Torsionswaage zur Verfiigung stand) gewogen und in ein 
Glasschalchen gebracht, das in einer Kaltemischung stand, und das 
Vierfache des Gewichts einer eisgekiihlten 5°,igen Trichloressigsiure 
zugefiigt. Von der Entnahme des Tieres aus dem Bassin bis zu diesem 
Augenblick vergingen in der Regel 3 Minuten. Nun wurde das Organ- 
stiick mit einer scharfen kleinen Schere in der eiskalten Trichloressig- 
siure aufs feinste zerschnitten und meist 5 Minuten, in den spateren 
Versuchen 10 Minuten extrahiert. Bei der geringen Zahl von Versuchen, 
die ich aus Material- und Zeitmangel ausfiihren konnte, zog ich anfangs 
die kurze, sicher unvollstindige Extraktion einer langeren, das Phos- 
phagen vielleicht gefahrdenden vor. Ich habe in der Tabelle auch diese 
Versuche angefiihrt. Nach 5 bzw. 10 Minuten filtrierte ich in ein in 
Kaltemischung stehendes Réhrchen und entnahm sofort 2 cem (ent- 
sprechend 0,4g Organ), die in 2ccm Magnesiumcitratmixtur unter 
Zufiigen von leem 5°,igem Ammoniak gebracht wurden und zur 
Bestimmung der wahren anorganischen Phosphorsiure dienten. Vom 
Rest des Filtrats wurden (meist nach etwa 1 Stunde) 2ccm zur Be- 
stimmung der anorganischen + Phosphagen-Phosphorséure benutzt. 
(Alles Nahere iiber die Methodik siehe Lohmann, 1. c.)!. 

Die beim A-Organ gewonnenen Werte ergeben also den Befund 
bei einem méglichst wenig gereizten Organ unmittelbar nach der Ent- 
nahme. Das andere Organ, dessen Nerven intakt blieben, wurde etwas 
spiter (10 bis 60 Minuten) in ganz gleicher Weise wie das erste ver- 
arbeitet (B-Organ). 

Soweit die Materialmenge es gestattete, wurden Doppelproben 
von den Untersuchungen ausgefiihrt. In einigen Fallen wurden er- 
wachsene Tiere in der gleichen Weise zu Versuchen verwendet. Tabelle II 


‘ Die so gefundenen P-Werte sind die gleichen, wenn man den 
Extraktrest sofort oder auch erst nach mehreren Stunden verarbeitet. 
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Tabelle II. 
Die als P,O; berechnete, nach Lohmann und Jendrassik bestimmte Phosphor- 
siure in verschiedenen Proben der elektrischen Organe des gleichen Tieres 
in Milligramm-%. 





Tier Gewicht in g I i Ill IV \ 
Torpedo, marm. 31, o 260 88,2 89,3 — . 
s oc. 25, Q 320 89,1 92.3 93,9 84,7 - 
i marm. X, 9 185 101,6 98,5 105,1 — 
s oc. Ill, Q 65 81,5 81,5 - — . 
P oc. XVI, Q 380 149.3 137,2 150,0 154.0 150,0 


zeigt an fiinf Beispielen, daB die bei verschiedenen Stiicken der elek- 
trischen Organe bestimmten Werte fiir ,,wahre’* anorganische + Phos- 
phagen-Phosphorsaure untereinander recht gut iibereinstimmen. Jeden- 
falls ist auch bei Priifung verschiedener Organstiicke des gleichen Tieres 
ein Unterschied zweier Bestimmungen, der viel gréBer als 10°,, ist, 
sicher nicht mehr auf methodische Fehler zu beziehen, wenn die P,O,- 
Menge mehr als 50 mg-°,, betragt. Bei der Phosphagenbestimmung, 
bei der ja verschiedene Proben des gleichen Extraktes gepriift werden, 
ist die Streuweite der methodischen Fehler viel geringer. Grundsatzlich 
wurde bei jeder Priifung eine Kontrollprobe mit abgemessenen Mengen 
P-Standardlésung mit ausgefiihrt. 


Versuchsergebnisse. 


In der Tabelle III sind die Ergebnisse der Phosphagenbestimmung 
im A-Organ und im B-Organ des gleichen Tieres zusammengestellt. 
In Tabelle IV eine Ubersicht dieser Werte. 

Zu allen bekannten Schwierigkeiten des Phosphagennachweises 
kommt beim elektrischen Organ hinzu, daB beim Fangen des Tieres 
und beim Durchschneiden der Nerven das Organ immer gereizt wird. 
Versuche an Organen, deren elektrische Nerven mehrere Tage vorher 
durchschnitten waren, auszufiihren, hatte ich keine Gelegenheit mehr. 
Trotzdem also eigentlich nie das A-Organ ein Ruheorgan war, ist die 
Phosphagenmenge des A-Organs in den Versuchen auBer bei Tier 
Nr. 7 stets mindestens etwa 20°, des nach Lohmann und Jendrassik 
bestimmten Phosphorwertes der Extrakte gewesen, in einzelnen Fallen 
40 bis 50 und bei Tier Nr. 11 77°,. Da man fiir normale Ruhewerte 
wohl mindestens die héchsten experimentell ermittelten annehmen mub, 
so wurde sich auf Grund der Beobachtung Tier Nr. 11 ein Wert von 
etwa 80°, oder mehr Phosphagenphosphor beim ruhenden elektrischen 
Organ von Torpedo erschlieBen lassen. 


~ 


Bemerkenswert und wesentlich ist ferner, da auBer bei Tier Nr. ¢ 
das vor dem Versuch im Bassin sehr unruhig war, und Tier Nr. 9, 
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Tabelle IV. 


Phosphagengehalt des A- und B-Organs der gleichen Tiere in Milligramm 
P,O,; fiir 100 g Organ. 











Tier . . nl nae » —— ° — Bemerkung 
mg-°/9 9% mg-° e 
IV 17,8 28.4 - — — 
VII 6,2 8.9 10 1.6 1,8 
Vill 37,8 49.5 10 6,1 5,5 
XT 7,0 24.6 10 0,9 3,3 
XIV 21,8 23,2 20 9,6 9.2 
XV 49,9 39,2 30 5,1 4 
XI 49.5 77,7 30 6 CG] 
XXV 21,7 24,3 45 4 4 
Ill 15,1 19,7 60 21,8 26,7 Unruhig 
IX 14,4 17,9 10 27,5 30,7 Vom Eis 
XT ” " 20 ra] fa) Nerv intakt 
V 0 0 30 0 0 Nerv intakt 


und gereizt 





das seit 1 Stunde in Eiswasser gelegen hatte, das B-Organ stets deutlich 
weniger Phosphagen enthielt als das A-Organ. Gerade bei den Tieren, 
deren A-Organ einen hohen Phosphagenwert aufwies (Nr. 8, 11, 15), 
war dies besonders deutlich. 

Als Grund fiir den Phosphagenschwund im B-Organ kam zweierlei 
in Betracht. Die elektrischen Schlige, die das Tier mit diesem Organ 
beim Annageln und nachher austeilte und ferner die Dyspnoe des Tieres, 
das sich wahrend der Versuchsdauer auBer Wasser befand. 


DaB der Phosphagenschwund mit der Tatigkeit des elektrischen 
Organs zusammenhangt, geht mit groBer Wahrscheinlichkeit aus Ver- 
such 12 und 5 (Tabelle IV) hervor. Bei Versuch 12 waren die elek- 
trischen Nerver des A-Organs intakt gelasse, worden, sonst aber genau 
wie bei den anderen Tieren vorgegangen. Von der Entnahme des Tieres 
aus dem Wasser bis zum Einbringen des Organstiickes in Trichlor- 
essigsiure vergingen 3 Minuten. Das A-Organ enthielt kein Phos- 
phagen. Bei Versuch 5 waren durch einen Schnitt die Lobi electrici 
freigelegt und 2 Minuten lang faradisch gereizt und dann _ sogleich 
beide elektrische Organe untersucht worden. Auch hier fand sich 
keine Spur Phosphagen. 


DaB aber auch die Erstickung allein zu Phosphagenschwund fiihrt, 
davon habe ich mich in mehreren Versuchen tiberzeugt, bei denen 
nach einem Aufenthalt des Tieres von 20 bis 30 Minuten auBer Wassers 
im elektrischen Organ Phosphagen vermiBt wurde, obwohl die elek- 
trischen Nerven sofort nach Entnahme aus dem Bassin durchschnitten 
worden waren. So ist z. B. auch die A- und B-Bestimmung bei Tier 
Nr. 15 am gleichen elektrischen Organ mit durchschnittenen Nerven 








190 B. Kisch: 


ausgefiihrt worden. In einem Falle habe ich bei einem Tiere 2 Tage 
vor dem Versuch auf einer Seite die elektrischen Nerven durchschnitten 
und die Wunde vernaht. Diese. Tier wurde 5 Minuten lang im Bassin 
umhergehetzt und dann sofort von jedem elektrischen Organ Unter- 
suchungen ausgefiihrt. Auch hier fand sich in keinem der elektrischen 
Organe Phosphagen vor. 

Ich glaube deshalb zum SchluB berechtigt zu sein, daB bei der Tatig- 
keit des elektrischen Organs und bei der Dyspnoe die Phosphagen- 
menge abnimmt oder voéllig schwindet. Dab sich das Phosphagen in der 
Ruhe wieder bildet, ist nicht nur auf Grund einer logischen Erwaigung 
aus dem Befund des Phosphagens bei den gefangenen Tieren zu schlieBen, 
sondern bei Tier Nr. 15 der Tabelle III], das fast 500 g wog, habe ich 
A- und B-Probe vom gleichen Organ entnommen, was bei diesem 
groBen Tiere leicht méglich war, die Wunde vernaht und am anderen 
Organ des Tieres am nachsten Tage eine neuerliche Bestimmung gemacht, 
wobei das kranke Tier einen Phosphagengehalt von etwa 48°, der nach 
Lohmann und Jendrassik bestimmten Phosphorsaiure des elektrischen 
Organs aufwies, obwohl tags vorher die B-Probe des ersten Organs 
praktisch phosphagenfrei war (4°,). 

Tabelle IIT 1a8t ferner in mehreren Fallen (Nr. 7, 8, 11, 12) erkennen, 
daB die Menge des anorganischen + Phosphagenphosphats in dem 
B-Organ erheblich gréBer ist als im A-Organ. Da das Gegenteil 
niemals beobachtet wurde, so ist zu schlieBen, daB auBer dem Phosphagen 
noch eine andere Phosphorverbindung im elektrischen Organ vorhanden 
ist, die bei dessen Tatigkeit und Erstickung in eine kolorimetrisch 
mit der verwendeten Methode bestimmbare Form iibergeht. Ob es sich 
hier in Analogie zum Muskel um Pyrophosphorséure oder um eine 
Hexosephosphorsaure handelt, kann zunachst nicht entschieden werden. 

In zwei Fallen habe ich eine Lactacidogenbestimmung nach Embden 

‘in der Art ausgefiihrt, daB ich 2 g Organ fiir 2 Stunden bei Zimmer- 
temperatur (18°) in 8cem 5°, ige Trichloressigsiure brachte (zu Brei 
iiber Eis zerkleinert) (A-Probe) und 2 g fiir 2 Stunden in 8 ccm 2 °,,ige 
Na-bicarbonatlésung in 38 bis 40° C (B-Probe). Nach dieser Zeit wurden 
2cem der filtrierten ersten Probe (0,4 g Substanz entsprechend) nach 
Lohmann-J endrassik verarbeitet und von der filtrierten zweiten Probe 
4 cem mit 6 cem 10° iger Trichloressigséure versetzt, filtriert und 5 cem 
des Filtrats (= 0,4 g Substanz) verarbeitet. 

Es fanden sich in der A-Probe 124,4 mg-°,, P,O,, in der B-Probe 
172,7 mg-°,. 

Ein zweiter Versuch wurde bei dem obenerwahnten Tiere ausgefiihrt, 
das vor Versuchsbeginn im Bassin 5 Minuten lang umhergejagt wurde. 
Bei diesem Tiere, bei dem die Menge anorganischer + Phosphagen- 
phosphorsaiure im Laufe einer 3, Stunde der Erstickung nicht weiter 











zug 
146 


die 
kor 
Ph 
Tie 


anz 


Or; 
hal 











Nachweis von Phosphagen im elektrischen Organ von Torpedo. 19] 


zugenommen hatte, war der P,O;-Wert der A-Probe (nach Embden) 
149,3 mg-°,, der von zwei B-Proben 137,2 mg-°,, und 150,0°,. 

Hierdurch wird trotz der geringen Zahl der Versuche und obwohl 
die Art der fraglichen Verbindung zunichst nicht ermittelt werden 
konnte, erhartet, daB sich auBer dem Phosphagen eine zweite labile 
Phosphorverbindung im elektrischen Organ befindet, die beim gehetzten 
Tiere nicht nachweisbar war. 

Der hohe Kreatingehalt des elektrischen Organs legt es sehr nahe, 
anzunehmen, daB sein Phosphagen Kreatinphosphorsaure ist. 

Ich habe elektrisches Organ (von fiinf Torpedo ocelata-Tieren) 
im Gewicht von etwa 500g méglichst genau nach den Angaben Loh- 
manns! verarbeitet. Der wasserlésliche Teil der gewonnenen Baryt- 
laugenfallung wurde in 60° igem Alkohol gefallt und da meine Neapler 
Arbeitszeit abgelaufen war, zunachst nicht fraktioniert weiterverarbeitet, 
sondern auf Glasplatten ausgestrichen und iiber Schwefelsiure im 
Vakuumexsikkator getrocknet. Es wurde so etwa 0,2 g einer weiben 
Substanz in Form silberglanzender Plittchen gewonnen. Eine Spur 
dieser Menge wurde in Aqua dest. gelést. Die Lésung enthielt deutliche 
Mengen Phosphor (nach Lohmann-Jendrassik bestimmt) und Kreatin 
(als Kreatinin kolorimetrisch bestimmt), aber kein Kreatinin und keinen 
Harnstoff (Xanthydrolprobe). Hierdurch wird die Annahme, daB das 
Phosphagen des elektrischen Organs Kreatinphosphorsaure ist, wesent- 
lich gestiitzt und fiir die Aufklirung der chemischen Grundlagen 
der Vorginge bei der Tatigkeit dieses Organs ein Weg gewiesen. 

Es muB schlieBlich darauf hingewiesen werden, da einzelne Beob- 
achtungen alterer Autoren mit den hier mitgeteilten Befunden sowie 
einem etwaigen Lactacidogengehalt des Organs in Beziehung stehen 
kénnten. ’ 

Schon Schultze (1. c.) vermutete Milchséiure im elektrischen Organ von 
Torpedo, deren Feststellung hier auch schon 1838 von Mateucci*® angegeben 
wurde. Th. Weyl® fand das gereizte elektrische Organ von Torpedo saurer 
als ein in der Ruhe befindliches. Dieser Befund ist von Marcuse dahin 
erweitert worden, daB nicht nur das gereizte elektrische Organ saurer ist. 
sondern daB sich im Atherextrakt mehr Séiure findet als beim ruhenden 
Organ und da8 der Stickstoffgehalt und der Harnstoffgehalt des gereizten 
und des ungereizten Organs nicht verschieden sind. Réhmann5, der die 
Befunde Marcuses bestatigte, wies ferner die Saiurebildung bei der Tatigkeit 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 194, 311, 1928. 

2 C. Matteucci gibt ohne nahere Angaben an, aus dem elektrischen 
Organ des Zitterrochens Milchsiure und milchsaures Kali gewonnen zu 
haben. Frorieps Neue Notizen, Bd. V, 8S. 215, 1838. 

3 Th. Weyl, Arch. f. Anat. u. Phys. 1883, 8. 105. 

4 W. Marcuse, Inaug.-Dissertation Breslau 1891. 

5 F. Réhmann, Arch. f. Anat. u. Phys. 1893, 8. 423. 
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des elektrischen Organs auch mit der Methode der Saéurefuchsininjektion 
nach. Er stellte ein Zinksalz der mit Ather aus dem mit H,S O, angesauerten 
Alkoholextrakt ausgeschiittelten Saiure dar. Er nahm als Energiequelle des 
elektrischen Schlages jedoch eine den EiweiBkérpern nahestehende Substanz 
an und lehnte die Beziehung von Kohlenhydrat oder der atherextrahierbaren 
Substanz zur Elektrizitétsproduktion der Organe ab. 

Auf Grund der hier mitgeteilten Befunde ist neben der bekannten 
anatomischen eine neue biochemische Verwandtschaft des elektrischen 
Organs mit dem Muskel gezeigt. Es wire bemerkenswert, wenn weitere 
Versuche erharten wiirden, dab gleiche oder ahnliche chemische Prozesse 
der je nach der spezifischen Eigenheit des Organs so verschiedenartigen 
Energieproduktion im Muskel und im elektrischen Organ zugrunde- 
liegen. 

Zusammenfassung. 

Das elektrische Organ von Torpedo enthalt Kreatin in etwa gleicher 
Menge wie die Kérpermuskulatur dieser Tiere, auf die Trockensubstanz 
der Organe bezogen etwa in der doppelten Menge. 

Im frischen, wenig gereizten Organ ist Phosphagen in einer Menge 
7°, der nach Lohmann und Jendrassik bestimmten Phosphormenge 
des sauren Organextraktes nachgewiesen worden. 

Bei der Tatigkeit des elektrischen Organs und durch Erstickung 
wird seine Phosphagenmenge schnell vermindert oder ganz zum 
Schwinden gebracht. In der Ruhe bei normaler O-Zufuhr bildet sich 
wieder Phosphagen. 

AuBer dem Phosphagen enthalt das elektrische Organ noch eine 
zweite Phosphorverbindung, die unter den zum Phosphagenzerfall 
fiihrenden Versuchsbedingungen in eine mit der kolorimetrischen 
Methode bestimmbare Form iibergeht. 

Eine nach den Methoden der Phosphagendarstellung aus dem 
elektrischen Organ gewonnene Substanz enthielt Kreatin und Phosphor- 
siure aber kein Kreatinin und .keinen Harnstoff. 
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Zur Xanthydrolmethode 
der Harnstoffbestimmung in tierischen Fliissigkeiten. 


Von 


Bruno Kisch (K6ln a. Rh.). 


(Ausgefiihrt 
mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Eingegangen am 15. Juni 1930.) 


Die Xanthydrolmethode der Harnstoffbestimmung nach Fosse! 
ist so vortrefflich und allseits bewahrt?, daB nur ein besonderer Um- 
stand, der mich nétigte, von den urspriinglichen Vorschriften etwas 
abzugehen, mich zur Mitteilung der hierbei gemachten Erfahrungen 
veranlaBt. 

Bei den Untersuchungen, die ich in der Neapler zoologischen Station 
ausfiihrte, war es mir aus 4uBeren Griinden nicht méglich, das Xanthy- 
drol selber herzustellen. Ich war darauf angewiesen, Fabrikpriparate 
zu verwenden. Drei verschiedene Praparate der Firma De Haén-Selze, 
sowie eines von Poulenc Fréres in Paris, die mir zur Verfiigung standen, 
erwiesen sich teils kaum teils unzureichend léslich in Methylalkohol. 

Der Grund diirfte vermutlich die von Fosse (l. c. S. 10ff.) bereits 
erwahnte Umwandlung von Xanthydrol unter EinfluB von Verunreini- 
gungen in ein wenig oder nicht alkohollésliches Produkt sein. 

2CHOH<(°4'>0 = HO + 0[cH<peyt>o]. 
CoH, 2 C,H,’ |, 

Schon Fosse weist darauf hin, daB dieses Umwandlungsprodukt, 

in Eisessig gelést, ,,surtout pour l’analyse qualitative‘ noch geeignet ist. 


1 R. Fosse, A. Robyn u. F. Francois, Compt. rend. 159, 367, 1914. 
Ausfiihrlich R. Fosse, L’urée. In: Les problemes biologiques. Paris 1928. 
S. 7ff. 

2 M. Nicloux u. G. Welter, Compt. rend. 173, 1490, 1921; Werner E. A., 
The Chemistry of urea. London 1923; K. Parnas, diese Zeitschr. 155, 247, 
1925: K. Kikuchi, ebendaselbst 156, 35, 1925. 
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Da ich hauptsachlich mit Selachiern arbeitete, deren Kérpersafte 
einen hohen Harnstoffgehalt haben (etwa 1,5 bis 2,5°,), so lieB sich, 
wie die zum SchluB angefiihrten Beispiele lehren, das genannte Xanthy- 
drolderivat sogar zu mikromethodischer Arbeit mit einer fiir die be- 


arbeiteten Fragen durchaus ausreichenden Genauigkeit verwerten. 


Verfahren. 

Das alkoholunlésliche Xanthydrolderivat wurde zu 5°,, in Eisessig 
gelést. Dies erfolgt schnell, wenn man den Eisessig mit der Substanz 
fiir wenige Minuten in ein Wasserbad von 40 bis 45° C bringt. Die Lésung 
ist (bei dieser Temperatur hergestellt) etwa 1! Tage haltbar, wurde aber 
jedesmal unmittelbar vor der Verwendung frisch hergestellt, wie dies 
auch Fosse vorschreibt. Sie war griimlich-gelb. 

0.3 cem des zu untersuchenden Blutes oder sonstiger Kérperfliissig- 
keit wurden mit Mikropipette in 2,7 ccm des Eiweibfallungsmittels 
(siehe weiter unten) gebracht, bei geniigendem Material 0.4 in 3.6 ccm. 
Nach !/, Stunde wurde zentrifugiert oder durch ein 5!. cm-Filter 
filtriert. Von dem Filtrat wurden zwei Proben zu 1 com entnommen, 
deren jede also 0,1 cem Blut entsprach. Hinzu kamen 2 ccm Eisessig 
und (fiir Blut, das etwa 1 bis 2°,, Harnstoff enthalt) leem der frisch 
hergestellten 5°,igen Xanthydrollésung in Eisessig. Bei zu wenig 
Substanz kénnen auch 0,5 cem Filtrat verwendet werden. Stets wurde 
der zu untersuchenden Flissigkeit vor Zufiigen der Xanthydrollésung 
die doppelte Menge Eisessig zugesetzt und umgeschiittelt. 

Die Xanthydrolmenge muB das 10 bis 15fache der zu fallenden 
Harnstoffmenge betragen (s. Fosse). 1 Stunde nach Zusatz des Xanthy- 
drols wurde durch Glastiegel mit filtrierendem Boden oder ebensolche 
Porzellantiegel filtriert. Reagenzglas und Niederschlag wurden dreimal 
mit je lcem Eisessig nachgewaschen, die Tiegel bei 110° getrocknet 
und nach Erkalten im Vakuumexsikkator gewogen. 


Die Eiweiffallung. 


Das von Fosse bevorzugte und auch von Parnas verwendete 
Tanretsche Reagens (Hg Cl, — 2,71 g, JK — 7,2 g, Eisessig = 66,6 ccm, 
Auffiillen mit H,O auf 100 cem) hat auch mir beiden Blutuntersuchungen 
sehr gute Dienste geleistet. Wie die folgenden Beispiele lehren, konnte 
es fiir die vorliegenden Versuchszwecke voéllig schadlos durch eine 
Lésung ersetzt werden, die 5°, Trichloressigsiure und 2°, HgCl, 
enthielt (nachfolgend als Tr—-Su bezeichnet) und lange Zeit gut halt bar 


bleibt, desgleichen durch 5°, ige Trichloressigsaure. 


Es sei nochmals betont, daB die hier mitgeteilten Erfahrungen 
keine Modifikation der vorziiglichen Fosseschen Reaktion vorschlagen 
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sollen. Sie werden nur mitgeteilt, weil die Ergebnisse der Harn- 
' stoffuntersuchungen an Selachiern (siehe die nachste Mitteilung) 

in dieser Weise gewonnen wurden. Vielleicht werden sie auberdem 
denen, die sich zufallig in ahnlicher Lage befinden, wie sie bei 
\usfiihrung dieser Arbeit fiir mich gegeben war, Zeit, Miihe und 
Arger sparen. 
Tabelle 1. 
4 
, Unter- Fliissig- Zu- Urspriing! ee Harnstoft 
: suchte keits- gesetzter Harnstoff- on . 2 9 des Eiweib- 
4 Flissig- menge Harnstoff  gehalt was berechnet erhalten _ ee 
: keit ccm mg mg mg mg insgesamt, “*" ——e 
: Wasser ] — 0 0 0 l'anret 
mn 0,5 _ 0,8 0,11 ‘ 
EF S | 05 0.6 0.09 Tr.-Su. 
; SS Lz 05 J O11 8,0 1.11 1,14 103 Tanret 
SHec) 05 1 0,11 79 111 1,13 102 : 
Ege 0,5 I 0,09 7,1 1,09 1,01 93 Tr.-Su. 
“E- 0,5 1 0,09 7,4 1,09 1,06 97 
: Tabelle | zeigt, daB bei Verwendung des einen wie des anderen 
r EiweiBfaillungsmittels sich das der Lésung zugesetzte 1 mg Harnstoff 
, bei der der Blutuntersuchung in den Mengenverhaltnissen etwa ent- 
4 sprechenden Versuchsanordnung mit einem Fehler von etwa 5° , wieder- 
finden 1aBt. 
: Tabelle Il zeigt bei Untersuchungen harnstoffreichen Blutes die 
Gleichwertigkeit der beiden Eiweibfallungsmittel bei eiweibreichem 
1 Medium. 
: Tabelle II. 
] Fliissigke its-§ = b Nieder- sto Mittei wert 
Versuchstier  Fliissigkeit menge —” schlag Harnstoff in des 
t cem % mg mg Blutes 
01 Tanret 18,2 2.6 | ong 
- . - ee ) 
Raja asterias 0,1 - 17.6 2.5 
o. : Blut ie? te an 9 R: 
lier Nr. 1 0,1 lr.-Su. 17,7 2.53 ) 525 
. 0,1 = 17,8 2,54 I 
_ 0, Tanre 29 3 
Torpedo i 1 lanret 4 1.84 | 19 
A marmor Blut 0,1 n,,” 12,6 Lo 
N 13 0.1 r.-Su. 12.4 1,77 | 180 
ep aia 0,1 12,8 188 fj * 
p Ps i : 
_— 0,1 Tanret 15,1 2.16 2,16 
2 ba . © Galle 0,1 Tr.-Su. 15.3 2.19 | e108 
stellare Nr. 2 r 9 2,195 
r 0,1 . 15.4 2.20 
015 Tanret 27,6 3.94 | ong 
: O15 P 26.9 3.8 es ot: 
n Seyllium can. Blut 15 on on ~ a. ‘ . 
? 0,15 Tr.-Su. 27,5 3.93 | ones 
a 0,15 26,8 3,83 one 
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Weitere Kontrollproben ergaben, daB auch 0,5 mg Harnstoff, 
die lcem Perivisceralfliissigkeit zugesetzt wurden, sich zu 97 bis 98°, 
wiederfinden lieBen. Bei Zusatz noch kleinerer Dosen (0,2 mg) waren 
die Fehler gréBer, doch kamen fiir die Untersuchungen an Selachiern 
stets so hohe Harnstoffkonzentrationen in Frage, daB bei der Unter- 
suchung von 0,1 bis 0,2 cem Fliissigkeit die Versuchsfehler fiir das 
Endergebnis nicht von Belang waren. 


Zusammenfassung. 


Es werden Erfahrungen iiber die Verwendung eines alkoholunlés- 
lichen Xanthydrolderivates bei der Fosseschen Reaktion, und iiber 
deren Ausfiihrung als Mikromethode bei Untersuchung harnstoff- 
reicher Medien mitgeteilt. 

















Harnstoffuntersuchungen bei Selachiern. 


Von 
Bruno Kisch (Koéln a. Rh.). 
(Aus der zoologischen Station in Neapel.) 


(Ausgefiihrt 
mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Eingegangen am 15. Juni 1930). 


Untersuchungen tiber den EinfluB der Leberexstirpation auf den 
Stoffwechsel von Torpedo waren der Ausgangspunkt der folgenden 
Untersuchungen, die schlieBlich dazu fiihrten, ein gréBeres Material 
iiber die Harnstoffkonzentration im Blut und anderen Korpersaften 
verschiedener Selachier unter verschiedenen Bedingungen zu sammeln!. 
Ich teile die gewonnenen Daten hier mit, da die wesentlicheren Unter- 
suchungen iiber die biologische Bedeutung des Harnstoffs bei den 
Selachiern bisher keine wesentlichen neuen Ergebnisse zeitigten. 


Methodik und iltere Literatur. 

Zum Nachweis des Harnstoffs bediente ich mich ausschlieBlich der 
gravimetrischen Xanthydrol-Methode von Fosse in der in der vorangehenden 
Mitteilung angegebenen Art. Soweit nicht ausdriicklich etwas anderes 
angegeben ist, wurde das Untersuchungsmaterial vom lebenden oder eben 
getéteten Tiere entnommen. Untersucht wurden stets zwei Kontrollproben 
gleicher Art und in der Regel fiir jede Untersuchung 0,1 cem Fliissigkeit 
verwendet. 

Die Entdeckung des auBergewéhnlich hohen Harnstoffgehaltes des 
Blutes und aller Organe der Selachier wurde 1858 von Staedeler und Frerichs* 
in fast simtlichen Organen von Raja und Seyllium gemacht und von 
Staedeler® auf Spinax acanthias, Raja und Torpedo ausgedehnt. M. Schultze 
fand Harnstoff im elektrischen Organ von Torpedo und Rabuteau und 
Papillon® groBe Mengen von Harnstoff in der Bauchhéhlenfliissigkeit und im 


1 Dem preuBischen Ministerium fiir Wissenschaft, Kunst und Volks- 
bildung bin ich fiir Uberweisung des Arbeitsplatzes, dem Direktor der 
zoologischen Station, Herrn Professor Dr. R. Dohrn, sowie den Herren 
Abteilungsvorstanden, insbesondere Herrn Professor Dr. Sereni, fiir ihr 
stets hilfsreiches Entgegenkommen zu besonderem Danke verpflichtet. 

* Staedeler u. Frerichs, Journ. f. prakt. Chemie 78, 48, 1858. 

3 Staedeler, ebendaselbst 76, 58, 1859. 

4 M. Schultze, ebendaselbst 82, 1, 1861; Abh. Nat. Forsch.-Ges. Halle 5, 
39, 1861. 

5 Rabuteau u. F. Papillon, Compt. rend. 77, 135, 1873. 
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Blut von Selachiern. Eingehendere Untersuchungen an Scyllium catulus hat 
dann v. Schroeder! 1887 in Neapel ausgefiihrt. Etwa gleichzeitige Versuche 
Krukenbergs? sind methodisch nicht ganz einwandtrei, bestatigen aber das 
Tatsachliche des Befundes, unter Ausdehnung der Untersuchung aut 
Embryonen und Dottersackplacenta von Mustelus laevis und Fidotter von 
Secyllium can. und Myliobatis, sowie elektrisches Organ von Torpedo, 
die alle groBe Mengen Harnstotf enthalten. v. Schréder bestimmte den 
Harnstoff der konservierten Alkoholextrakte nach der von ihm moditizierten 
Bunsenschen Methode. Er fand im Mittel bei sieben Versuchen bei Scyllium 
catulus im Blut 2,61, im Muskel 1,95, in der Leber 1,36°, Harnstoff. Die 
Werte im Blut schwankten bei den frisch gefangenen Tieren mit gefiilltem 
Magendarmkanal in sehr engen Grenzen (2,36 bis 2,71°,). Nicht viel 
gréBere Schwankungen zeigte der Harnstoffgehalt in der Muskulatur 
(1,83 bis 2,16°,,), wohl aber der der Leber (1,01 bis 1,89°,). v. Schroeder 
fiihrt diese Tatsache vor allem auf den sehr wechselnden Fettgehalt der 
Leber zuriick. Auf den Wassergehalt der Organe bezogen ergab sich fiir 
Blut 2,95, fiir Muskel 2,41 und fiir Leber 2,67°,, Harnstoff. wv. Schroeder’ 
hat ferner bei Scyllium satulus Totalexstirpationen der Leber vorgenommen. 
Die Tiere iiberlebten 23 bis 70 Stunden. Der Harnstotfgehalt der Muskulatur 
zu Ende des Versuchs war im Mittel 1,86°, gegeniiber dem Normalwert von 
1,.95°,, so daB v. Schroeder schloB, daB die Exstirpation der Leber auf den 
Harnstoffgehalt des Muskels bei Scyllium catulus keinen EiniluB hat. 
v. Schroeder erklart den Reichtum der Organe der Selachier an Harnstoff mit 
der Tragheit seiner Ausscheidung durch die Nieren*’. Uber den hohen 
Harnstoffgehalt der Galle des Selachiers Scymnus borealis, eines Haifisches, 
hat Hammarsten® berichtet. Es hat sich dann vor allem in einer Reihe von 
Arbeiten Baalioni® mit dem Harnstoffgehalt der Organe und Koérpersifte 
der Selachier befaBt. Baglioni hat den Harnstotfgehalt bei Torpedo im 
Blutserum mit 1,94, im Muskel mit 1,92, im elektrischen Organ mit 1,71°, 
bestimmt. Die Werte fiir Blut sind etwas geringer als die von v. Schroeder 
bei Sevllium gefundenen. Hingegen sind die Werte fiir Blutserum und Musku- 
latur identisch und die beim elektrischen Organ festgestellten stimmen recht 
gut mit den von Marcuse-Réhmann? bei Torpedo mit 1,92°, bestimmten 
Werten iiberein. In Ubereiristimmung mit v. Schroeder fand Baglioni 
bei Scyllium im Blut Werte von 2,67 bis 2,76°,, und zwar auch bei hungern- 


1 W. v. Schroeder, Zeitschr. f. physiol. Chem. 14, 576, 1890. 
2 C. Fr. W. Krukenberg, Centralbl. f. med. Wissensch. 1887, S. 450. 

3 Bei Veréifentlichung meiner Mitteilung iiber die Lebensdauer leber- 
loser Rochen (Pfliigers Arch. 222, 699, 1929) war mir diese Arbeit v. Schroeders 
nicht bekannt. Er war demnach der erste, der bei Fischen Leberexstirpations- 
versuche ausgefiihrt hat. Es sind meiner Erfahrung nach (I. ce.) fiir solche 
Versuche aber Rochen wesentlich geeignetere Versuchsobjekte als Haie 
wie Sevllium 

4 Neuere Untersuchungen iiber den Harnstoffgehalt des Selachierharns 
siehe bei W. Denis, Journ. of biol. Chem. 13, 225, 1912. 

5 O. Hammarsten, Zeitschr. f. physiol. Chem. 24, 322, 1898. 

6 S. Baglioni, Mem. della Soc. ital. delle Scienze TIT, Ser. XLX, 8. 185, 
1916. Daselbst zusammenfassende Darstellung, im einzelnen: Hofm. 
Beitr. z. chem. Phys. u. Path. 8, 456, 1906; 9, 50, 1906; Centralbl. f. Physiol. 
19, Nr. 12, 1905; 20, 105, 1906; Zeitschr. f. allg. Phys. 6. 571, 1906. 

7 W. Marcuse, Inaug.-Dissertation Breslau 1891. 








te 











Harnstoffuntersuchungen bei Selachiern. 199 


den Individuen. Eebenso hoch etwa war der Wert bei Trygon violac. (2,84°,, ), 
wahrend der Wert bei Torpedo in Blut und Uterinfliissigkeit etwa 2,05°,, 
betrug. Ahnliche Werte fand Denis! im Blute von Mustelus, Carcharias, Raja. 
Zwei bis drei Tage nach einem Aderla®B fand Baglioni (!. c.) bei Seyllium im 
Blut einen verminderten EiweiBgehalt bei unverminderter Harnstoffmenge. 
Wichtig ist Baglionis Feststellung, daB zur Fortdauer einer normalen Herz 
titigkeit notwenig ist, daB die Nahrlésung des Herzens Harnstoff enthalt, 
eine Beobachtung, die auch von anderer Seite? bestatigt wurde. So interes- 
sant diese Feststellung der biologischen Bedeutung des Harnstoffs fiir die 
Selachier ist, so muB andererseits betont werden, daB durch sie keineswegs, 
wie Baglioni* sagt, die Tatsache erklarlich ist, daB die Niere im Harn 
den Harnstoff nur etwa in ein Drittel der Konzentration des Blutes aus- 
scheidet, was wohl eines der interessantesten Phanomene am Harnstoff 
haushalt der NSelachier ist. 

SchlieBlich hat Botazzi* gezeigt, daB die roten Blutkérperchen der 
Selachier in isotonischer Harnstoftlésung der Himolyse verfallen, daB also 
Harnstoff in isotonischer Lésung fiir die roten Blutkérperchen einem 
isotonischen Harnstoff-Kochsalz-Gemisch nicht gleichwertig ist. Von 
Roncato® liegen iiber die gleiche Frage neuere Untersuchungen vor. Dies sind 
die wesentlichen bisherigen Untersuchungen iiber Harnstoff bei Selachiern. 
Bei Abschlu8 der vorliegenden Mitteilung erhielt ich noch Kenntnis von der 
eben erschienenen Arbeit von Kaieda*, der mit Hilfe der Ureasemethode in 
der Ohrlymphe und Cerebrospinalfliissigkeit von Scolioidontus laticandus 
(Sternhai) Untersuchungen ausfiihrte. Die einzige Zahl, die er angibt, 
betrigt fir Perilymphe (2 cem untersucht) 1,46°,, fiir Endolymphe (1 g) 
2,52°,, und fiir Liquor cerebrospinalis (2 cem) 2,156°,. Wie hoch die Blut- 
werte dieses Tieres waren, wird nicht angegeben. 


Eigene Versuche. 
Blutharnstoff-Werte bei einigen Selachiern. 


Uber die Methodik der Blutuntersuchung ist in der vorangehenden 
Mitteilung das nétige gesagt worden. Das Blut wurde teils aus der 
Schwanzarterie, teils aus der Vena cardinalis durch Punktion nach 
Eréffnung des Bauches gewonnen. Ein Beispiel mag zeigen, dab die 
Werte bei beiden Arten der Blutentnahme fiir das gleiche Tier 
identisch sind. 

Versuchstier Scyllium can. co 220 g: 

Zwei Bestimmungen im Schwanzarterienblut ergeben Harnstoft: 
2,34°, und 2,24%, Mittelwert 2,29%. 


Eine Bestimmung im Venenblut ergibt 2,.32°,,. 


1 W. Denis, Journ. of biol. Chem. 16, 389, 1913 und 564, 693, 1922. 
? H. Fiihner, Zeitschr. f. allg. Phys. 8S, 485, 1908. Ferner eigene nicht 
verittentlichte Versuche. 


3S. Baglioni, Hofm. Beitr. zur chem. Phys. u. Path. 9, 58, 1906. 
4 FE. Botazzi, Arch. di fisiologia 3, 495, 1906. 

5 4. Roncato, Arch. di scienze biol. 5, 44, 1924. 

®§ J. Kaieda, Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 193, 1930. 
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Ich fiihre nun samtliche erhaltenen Blutharnstoffwerte nach Tier- 
arten geordnet an. 
iibereinstimmenden Kontrollproben dar. 


Torpedo ocellata. 


Samtliche Werte stellen Mittelwerte aus zwei gut 


























Ge- Ge- Harn- Ge- Ge- Harn- 
schlecht | wicht a Anmerkungen schiecht| wicht =. Anmerkungen 
2 —_ 1,8 rou 392 = 1,89 
Q 320 1,68 rou 398 11,64 
Q 370 1,87 rou 450 2,0 
2 420 1,56 rou 464 | 1,61 
2 820 1,73 rou 520 | 1,87 Frisch gefangen 
2 820 1,66 rou 530 | 1,57 ‘ = 
roy — 2,0 rou 540 1,61 
a 190 1,67 Frisch gefangen fou 580 1,83 ‘ R 
ou 330 1,76 rou 610 | 1,65 
rou 370 1,55 a 630 1,77 
ron 370 1,56 rou 800 =: 1,67 
rou 390 1,72 rou 470 = 1,23 Sterbend 
Torpedo marmorata. 
Geschlecht Gewicht ae eaed Anmerkungen 

Q 480 1,77 

g 1030 1,45 Verwundet 

fou 260 1,84 Frisch gefangen 

rou 320 1,58 

roy 430 1,54 

Seyllium canicula. 

G Ge | Harn- || eee ae | a . Harn- 1 — 
schlecht | wieht | 8° || Anmerkungen ae aaa stoff Anmerkungen 
: | OF ] , 5 

Q 140 | 2.08 | Q | 270 | 2,55 
2 220 2,59 ] rou 280 | 2.30 Frisch gefangen 
2 220 2,46 | rou 350 | 2,26 @ < 
Q 250 2,64 | 
g 250 2,29 Frisch gefangen 
Scyllium stellare. 
Geschlecht Gewicht ca ty Anmerkungen 
0 
Q 1750 2.49 
fou 2150 2,3 Frisch gefangen 
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Mustelus laevis. 





Geschlecht Gewicht ae ps Anmerkungen 
2 290 1,57 Frisch gefangen 
9 370 2.0 
rou 230 1,5 ; " 
fou 360 1,6 
fon 420 2,1 B ‘ 
on 480 1.8 


Vereinzelte Beobachtungen. 





Tierart Geschlecht Gewicht aneveneed Anmerkungen 

Raja aster. 1. 2 800 2,54 Frisch gefangen 
. ae Pe rou 850 2,32 : : 

Trygon pastin . — 71ikg 1,36 Tot vom Markt 

” viol. . Q a « 2,25 Frisch gefangen 
Squatina ang. ror , . 2,68 ? . 

” ” a” i = = 2,28 Kopf vom Markt 

Sphyrna cyg. .... — ~ 1,85 Tot vom Markt 


Mittelwerte des Blutharnstoffs in Prozenten. 








” me Zahl Harn- “ Ge- Zahl —_ 
Tierart schlecht = ne Tierart outa i= 

Torp. oc. . Q 6 1,72 | Raja ast. .°) 1 2.54 
ia ae rou 17 1,73 A 7. se rou 1 2,32 

+  marm. 2 2 1,61 | Trygon pastin _— 1 1,36 

- ° Co" 3 1,65 - viol. . g 1 2,25 
Seyll. can. 2 6 2,43 | Squat. ang. fou 2 2,48 
° o ro 2 2,28 | Sphyrna cyg. -- 1 1,85 
»  stell. °) 1 2.49 | Mustelus laevis 2 2 1,79 

‘ - ro 1 2,30 a “ vo 4 1,75 


Die Zahlen bestatigen zunichst die alte Erfahrung des auber- 
ordentlich hohen Harnstoffgehaltes des Elasmobranchierblutes und 
zeigen, daB der Harnstoffgehalt bei Torpedo marm. und oc. und Mustelus 
niedriger als bei Scyllium, Raja, Trygon und Squatina ist. Man sieht 
auch, daB das Geschlecht anscheinend ohne EinfluB auf die Héhe 
des Harnstoffgehaltes des Blutes ist. Auch zeigen frisch gefangene 
Tiere nicht wesentlich andere Harnstoff-Blut-Werte als gesunde, langere 
Zeit gefangene Tiere. 


Im besonderen habe ich noch den Einflu8 folgender Faktoren 
auf den Blutharnstoff gepriift: Hunger, Blutverlust, Erstickung, Ent- 
fernung der Leber und Entfernung des Interrenalorgans. 

Der Einflu8B des Hungers ist aus der Héhe des Blutharnstoffs, 
wie die Versuche der folgenden Zusammenstellung zeigen, bei Torpedo 
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nicht eindeutig festzustellen. Bei Scyllium nach langerem Hungern 
scheint wohl eher ein geringes Sinken des Blutharnstoffgehaltes fest- 
stellbar, aber durchaus nicht stets (s. Tier Nr. 5). Man kann zu diesen 
Versuchen die Tiere nur verwenden, wenn sie in gutem Kraftezustand 
sind. Moribunde Tiere haben, wie spaiter besprochen wird, meist einen 
erniedrigten Blutharnstoff. 

Von den beiden 35 Tage ohne Nahrung gehaltenen Seyllien wog Nr. 3 
zu Beginn des Versuches 270 g, nach 35 Tagen 220 g, Nr. 4 zu Beginn des 
Versuchs 220 g, nach 35 Tagen 170 g. Der Magen war bei der Obduktion 
vollig leer von Ingestin. 


Einflu8B des Hungers auf den Blutharnstoff. 





‘Teerert oy 7 - bene 
Torpedo oc. 22 . . 1,87 11 ee 
Dasselbe Tier . ; 1,87 18 1,5 
Torpedo oe. 25 + 1,68 S 1.7 
Scyll.can.3 ... . 2,55 35 2.32 

ih) ae 2.45 35 2,29 

dn, eee ae 2,26 11 1,83 

[re are 2.16 10 2,51 
Must. laevis 5... 2.1 10 2,03 
Raja asterias 2. . 2,54 7 2,73 


EintluB von AderlaB und Erstickung. 


Schon Baglioni (l.c.) hat festgestellt, daB ein AderlaB zu keiner 
langer dauernden Verminderung des Blutharnstoffgehalts fiihrt. 

Einem Scyllium can. von 220 g Gewicht wurde aus der Schwanzarterie 
1.7 cem Blut entnommen, Harnstoffgehalt: 2,45°,; nach einer Stunde, 
waihrend der das Tier im Bassin blieb, neuerliche Blutentnahme: Harnstoft- 
gehalt: 2,41°,. 

Ahnlich wie dieser Versuch verliefen andere, die zeigten, dal 
kiirzere und lingere Zeit nach einem auch relativ groben AderlaB bei 
Sevllium und Torpedo, solange der Gesamtzustand der Tiere ein guter 

t } - g 
ist, der Blutharnstoff nicht geandert ist. 


So wie der AderlaB hat auch die durch Erstickung bewirkte Dyspnoe 
keinen Einflu8B auf die Héhe des Blutharnstoffs. Versuche an Scyllium 
(einstiindiges Verwahren auBer Wasser) zeigten dies, ebenso ein unfrei- 
williger Versuch, bei dem in der Nacht das Wasser eines Bassins aus- 
gelaufen war. Am Morgen waren in diesem Bassin zwei Raja asterias 
und ein Torpedo tot, ein Scyllium stellare lebte noch, blieb aber auch 
nach 8 Stunden Aufenthalt in gut durchliiftetem Bassin, auf den Riicken 
gelegt, unbeweglich. Keines der Tiere zeigte gegeniiber der Unter- 
suchung vor der Erstickung merklich geanderte Harnstoffwerte im Blut. 
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Auch durch Erwairmen von Scyllium auf 30°C und der damit 
verbundenen akuten Erstickung konnte keine Anderung des Harnstoff- 
gehalts des Blutes erzielt werden. 


Exstirpation der Leber und der Interrenalkérper. 

Da sich Rochen zu Leberexstirpationsversuchen besonders gut 
eignen!, so habe ich den EinfluB der Leberentfernung auf den Blut- 
harnstoff geprift. 

Die folgenden Werte sind bei leberlosen Tieren, die sich zur Zeit 
der Untersuchung noch in gutem Allgemeinzustand befanden, gewonnen. 


Harnstoffgehalt des Blutes leberloser Tiere in % 





Seit der 


: achher 
Operation | Machh« 


Tier Vorher 


Torp. marm. 7 1,58 24h 1,82 
ae 1,55 28 1,61 
7: Saree 1,63 | 3'/, Tage 1,57 


Es wird also, wie dies schon v. Schroeder (1. c.) feststellte, die Héhe 
des Blutharnstoffs auch mehrere Tage nach der Leberentfernung un- 
verandert gefunden. Das besagt nicht, dal} der Leber keine besondere 
Rolle bei der Harnstoffbildung bei den Selachiern zukommt, sondern 
die Harnstoffmenge in allen Organen ist so groB und die Ausscheidung 
durch die Nieren relativ so unbetrachtlich, daB weder Hunger noch die 
Leberausschaltung den Blutharnstoffspiegel sehr beeinflussen. Die Rolle 
der Leber fiir die Harnstoffbildung miiBte in der Art gepriift: werden, 
da8 man Substanzen, die Harnstoffbildner sind, normalen und leber- 
losen Rochen intravenSs injiziert und dann die Kurve des Blutharn- 
stoffs verfolgt. Versuche dieser Art habe ich bereits ausgefiihrt, méchte 
aber erst nach weiterem Studium dariiber berichten. 

So wenig wie die Leberentfernung beeinfluBt die Entfernung des 
Interrenalorgans den Blutharnstoff merklich. Bei Tieren, denen aus 
anderen Griinden mit der friiher? beschriebenen Methode die Interrenal- 
kérper entfernt waren, wurde der Blutharnstoff bestimmt. 

Als Beispiel sei nur ein Torpedo marmorata-Weibchen erwahnt: 
Blutharnstoff 1,77, fiinf Tage nach Interrenalkérperentfernung bei gutem 
Wohlbefinden Harnstoffgehalt des Blutes 1,80%. 

Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen lieB sich bei einer 
Reihe von moribunden Tieren, deren Beweglichkeit gering, deren 
Hautfarbe blaB! war, eine deutliche Erniedrigung des Blutharnstoffs 


! Bruno Kisch, Ptliigers Arch. 222, 699, 1929; diese Zeitschr. 211, 276, 
1929. 
2 Derse'be, ebendaselbst 219, 426, 1928. 
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feststellen. Bei solchen Tieren wurden die niedrigsten Werte ge- 
funden. 

Ich erwahne einige Blutharnstoffwerte moribunder Tiere: Torp. 
marm. 1,32 °,,, Torp. oc. 1,23 %,, Mustelus laevis 1,1 °,,, Seyll. can. 1,70 °,,. 

Der Grund hierfiir ist, glaube ich, einerseits in einem Harnstoff- 
schwund, der im Blute (vermutlich fermentativ) stattfindet, zu sehen, 
andererseits in der Kreislaufstérung, die bei diesem Zustande vorliegt 
und den bei normaler Zirkulation gewahrleisteten Ersatz des geschwun- 
denen Blutharnstoffs aus dem Depot der Gewebe nicht eintreten laBt. 
Wiederholt sah ich auch bei Tieren, die erst mehrere Stunden nach dem 
Tode untersucht wurden, ebenfalls besonders niedrige Harnstoffwerte 
im Blut. DaB® der Stoffaustausch vom Gewebe zum Blut in diesem Zu- 
stand unzureichenden Kreislaufes gestért ist, geht aus der 6fters im 
Gegensatz zu frisch getéteten und normalen Tieren gemachten Beob- 
achtung hervor, daB die Gewebe und Kérpersafte bei solchen Tieren 
deutlich héhere Harnstoffkonzentrationen enthalten als das Blut. 
Hiervon soll spiter noch die Rede sein. Es ist auch aus den folgenden 
Tabellen zu ersehen. 


Harnstoffgehalt der Gewebe und Kérpersdjte. 


Aus der eingangs erwaihnten Literatur geht hervor, daB in fast 
allen Geweben und KoOrpersiften der Selachier bereits Harnstoff in 
groBen Mengen nachgewiesen wurde. Die eigenen Beobachtungen 
wurden stets im Vergleich mit dem Blutharnstoffgehalt des gleichen 
Tieres ausgefiihrt. K6rpersifte wurden hierbei in der gleichen Weise 
untersucht, wie es in der vorangehenden Mitteilung beziiglich des Blutes 
beschrieben wurde. Kammerwasser, Peri-, Endolymphe usw. wurden 
mit feiner Spritze angesaugt und die untersuchten Mengen mit Kapillar- 
pipette abgemessen. Die Organe, deren Harnstoffgehalt bestimmt 
werden sollte, wurden gewogen, zu Brei zerkleinert, 2 Stunden lang 
mit einer Lésung, die 5°,, Trichloressigsiure und 2°, Sublimat enthielt, 
oder mit Tanretscher Lésung extrahiert und vom filtrierten Extrakt 
ein Teil verarbeitet. Die extrahierte Harnstoffmenge war schon nach 
1 Stunde ebenso groB wie nach 2 Stunden. Z.B. ergab bei einem 
Scyllium Riickenmuskulatur 1 Stunde extrahiert 2,09°,, eine zweite 
und dritte Probe 7 Stunden extrahiert 2,13 und 2,16°%,. Tiere, deren 
Muskulatur oder elektrisches Organ untersucht wurde, wurden vorher 
entblutet, das Herz vor seiner Untersuchung auBerdem mit Meerwasser 
abgespiilt und mit FlieBpapier getrocknet. 

Besonders betont sei der auBerordentlich hohe EiweiBgehalt, den 
ich im Liquor cerebrospinalis simtlicher daraufhin untersuchter Selachier 
fand, sowie der hohe EiweiBgehalt des Kammerwassers, der Peri- und 
Endolymphe. 
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Harnstoffgehalt der Cerebrospinaltliissigkeit. 


205 








Tierart Liquor Blut Anmerkungen 
Torp. oc. 18 1,76 1,5 Tier 1/, Tag tot 
’ ‘- > = 1,76 1,66 
‘- =e 1,70 1,67 
, at 1,47 1,50 
f ee 1,50 1,23 Moribund 
Raja aster. 1 2,62 2.61 
‘ . —. 2,49 2,32 
Seyll. stell. . 2,59 2,49 
, » can. 8 2,2 2,32 
‘ Trygon past. 1,73 1,36 Tot vom Markt 
Squatina ang. 2,46 2,28 rigs 2 
Die Cerebrospinalflissigkeit wurde stets nach Entfernung der 
Schadeldecke aus der Schaidelhéhle entnommen. 
L 
Harnstoffgehalt von Kammerwasser und Ohrlymphe. 
L 
Tierart Blut — Peryl. Endol Anmerkungen 
Raja aster.1..... . 2,61 2,40 “ - 
‘ “Sp foe Le ee 2,32 2,20 2,62 — 
2,30 2,10 pee 
Sphyrna cyg. 1,85 1,88 1,91 2,03 Tot vom Markt 
: Trygon past. ... 1,3 1,3 2,31 2,0 Z : 
Squatina ang. 2,28 2,82 2,78 - : ‘ 
Trygon viol. . 2,25 2,0 — — Frisch 


Harnstoffgehalt der Pericardial- und Perivisceralfliissigkeit. 





Tierart 


Torp. marm. 13 


” 


” 


oc. 


” 


” 


15 
ae 
ae 
30 


| Squatina ang. 


Raja aster. ; 
Trygon viol... .. 


Blut 


[II Ne eRe Ree 
AaAanwnoro-] 


on 


te 100-1 


ho 
bo 
or 


Pericard. 


oror~ | 
mmo 


2,26 


Periviscer. 


1,83 
1,50 
1,80 
1,67 
2,85 
2,9 


Anmerkungen 


Moribund 


Viel triibe Peri- 
visceral fliissigkeit 


Tier tot 


Harnstoffgehalt der frisch entnommenen Gallenblasengalle. 








Tierart 

oc. 17 e | 1 
~ 1 
a. 1 
a 1 
5, 1 


Blut 


om 


oe) 


CID SD or 
~ 


Galle 





Raja aster. 


Scyll. stell. 


” 


Tierart 


1 


Ww 


Blut 


2.61 
2,32 
2,49 
2,3 


Galle 


2,53 
2,46 
2,19 
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Harnetoffgehalt des Harns. 





Tierart Blut Harn 

ROG O68 6 eG 1,66 0,14 
a ‘ig: eet ee 2.0 0,44 

a i, ae eC 1,87 0,21 

= ie ee eee eee 1,67 0,17 

n oS Seer 1,65 0,10 
ae a ae 2,61 0,6 


Harnstotfgehalt der Muskulatur und des elektrischen Organes. 





Herz Korpermuskulatur Elektr. Organ 
Tier Blut Trocken- Trocken- Trocken- 
substanz U. substanz 0. substanz U. 
0 0 0 
0 0 0 
Torp. oc. 12 1,57 --- 1,51 23,5 1,67 11,0 1,54 
= 22 1,5 - 1,49 23,3 1,53 11.4 1,60 
28 1,73 22,6 1,54 25.6 1,76 11,0 1,77 
i » oo 1,77 - a 1,54 - 1,61 
Seyll. can. 2,32 2,30 — 2,13 
Sphyrna cyg. 1,85 — 24,9 1,82 ~ — 


Bei einem Torpedo ocellata wurde auch die Milz untersucht. Das 
Blut enthielt 1,77°,,, die Milz 1,57°,, Harnstoff. Die Entnahme der 
Perilymphe des Ohrlabyrinthes ist nicht schwer. Endolymphe konnte 
nur bei besonders groben Tieren durch Punktion des freigelegten 
haiutigen Labyrinthes gewonnen werden und zwar nur bei einem 71 kg 
schweren Exemplar von Trygon pastinaca und einem etwa 3 m langen 
Hammerhai (Sphyrna zygaena). 

Es zeigte sich, daB bei frisch getéteten, gesunden Tieren Blut und 
alle untersuchten Gewebe und Kerpersifte (Liquor, Kanimerwasser, 
Perilymphe, Endolymphe, Galle, Perivisceral- und Pericardialfliissigkeit ) 
etwa den gleichen sehr hohen Harnstoffgehalt haben. Bei moribunden 
und langere Zeit nach dem Tode untersuchten Tieren liegen in dieser 
Hinsicht abnorme Verhiltnisse vor. Das Blut, desgleichen mitunter 
das Kammerwasser haben haufig einen sehr niedrigen Harnstoffgehalt 
im Vergleich zu den anderen Organen und Koérpersaften solcher Tiere. 
Harnstoffuntersuchungen der geschilderten Art wurden deshalb méglichst 
an frisch getéteten, gesunden Tieren ausgefiihrt. 

Soweit der Harn untersucht wurde, geschah dies ohne Einfiithrung 
irgendwelcher Apparate in der Art, daB unter Anwendung der Lapar- 
atomie der Darm etwa 1'.cm vor der Kloakenmiindung abgebunden 
und die Offnung der Kloake nach auBen verniht wurde. Nach 1, bis 
1 Tag wurde die letztere Naht gelést und mit einem feinen Glasréhrchen 
der Inhalt der so gebildeten Tasche entleert. Obwohl man auf diese 
Weise keinen reinen Harn erhalt, so ist doch bei mannlichen Individuen, 
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bei denen die Gefahr der Beimengung von Uterinfliissigkeit nicht vor- 
liegt, leicht médglich, die bekannte Tatsache zu tiberpriifen, daB der 
Harn wesentlich weniger Harnstoff bei den Selachiern enthalt als die 
iibrigen Organe und Korpersafte. Die angefiihrte Tabelle zeigt, dab 
der Harnstoffgehalt des Harns bei den Selachiern oft nicht einmal 
10°, des Harnstoffgehalts ihres Blutes ist. 

Bemerkenswert ist schlieBlich, dab bei den Organen der Selachier 
der Harpstoffgehalt nicht dem Trockensubstanzgehalt der Gewebe 
entspricht, im elektrischen Organ z. B. ebenso hoch ist wie im Muskel, 
trotzdem dieser etwa doppelt so reich an Trockensubstanz ist wie jenes. 


Zusammenfassung. 
Der Sauerstoffgehalt der Organe und Korpersiifte einer Zahl ver- 


schiedener Selachier wird unter normalen Bedingungen und nach be- 
stimmten operativen Eingriffen gravimetrisch bestimmt. 


Untersucht wurde: Blut, Harn, Liquor cerebrospinalis, vom Gehor- 
organ, Perilymphe und Endolymphe, ferner Kammerwasser, Peri- 
eardial- und Perivisceralfliissigkeit, Galle, Herzmuskel, Kérpermuskel, 
elektrisches Organ, Milz. 








Methode zur Bestimmung Kleiner Silicium- und Caleitummengen 
in den Lungen. 


Von 


Arendina G. Kroese und F. J. Niewwenhuyzen. 


(Aus dem Hygienischen Institut der Technischen Hochschule 
in Delft, Holland.) 


(Eingegangen am 16. Juni 1930.) 


Trotz vielen in der Literatur bekannte atanalysen in pflanz- 
lichen und tierischen Organen hat man be. der Bestimmung k'siner 
Mengen Kieselsiure immer mit der Schwierigkeit zu kampfen, daB die 
gefundene Menge SiO, teilweise aus den Apparaten herriihren kann, 
in welchen die Analyse ausgefiihrt ist; sind doch alle feuerfesten Appa- 
rate, in welchen die Zerstérung der organischen Substanz ausgefiihrt 
wird, mehr oder weniger silicium- und calciumhaltig, worauf ja gerade 
ihre Feuerfestigkeit beruht. Da man nicht mit Sicherheit feststellen 
kann, wieviel Kieselsiure und Calcium wahrend jeder Bestimmung aus 
dem Material aufgenommen wird, laBt sich keine feste Menge CaO 
und SiQ, hierfiir in Rechnung bringen. 

Diese Schwierigkeit haben unter anderen Schulz (1), Salkowski (2) 
und Gonnermann (3) bei ihren Kieselsiureanalysen an tierischem und 
pflanzlichem Material aller Art hervorgehoben. Kobert (4) zog sogar 
den SchluB, daB man allein bei Analysieren in Platinapparaten Spuren 
von Kieselsiure einwandfrei konstatieren kénne. 

Da die Analyse der anorganischen Bestandteile in den zu unter- 
suchenden Organen nur nach einer vorhergehenden volligen Zerstérung 
des organischen Stoffes stattfinden kann, muBten wir diese in Appa- 
raten ausfiihren, in welchen eine Abgabe von Kieselsiure und Kalk 
méglichst vermieden wird. 

Kine Zerstérung auf trockenem Wege durch Gliihen der organi- 
schen Substanz in Porzellanschalen mit einem Gemisch von Kalium- 
nitrat-Natriumearbonat ergibt selbstverstandlich ein ungeniigendes 
Resultat, da hierbei namhafte Mengen Kieselsiure aus dem Porzellan 
durch die Soda aufgeschlossen werden. Bei den verschiedenen Zer- 
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stérungsmethoden auf nassem Wege besteht die Méglichkeit, dab 
durch das lange Erhitzen mit starker Saéure kleine Mengen Calcium 
und Kieselsiure aus dem Glas aufgenommen werden (5), da ja alle 
nassen Zerstérungsmittel aus Gemischen von Kaliumchlorat und 
starker Salzsiure oder starker Schwefelsiure und Salpetersdure be- 
stehen. 

Wir muBten uns also nach Apparaten umsehen, die bei der notwen- 
digen Erhitzung, welche die Destruktion erfordert, kein Silicium oder 
Calcium abgeben. Selbstverstindlich waren also Materialien wie das 
feuerfeste Zirkonoxyd, die ,, Weta“-Tiegel und -Schalen sowie die Graphit- 
tiegel auszuschlieBen, weil Zirkonoxyd und Graphit ja grobe Mengen 
Kieselsiure enthalten und das ,,Weta‘‘-Material carborundhaltig ist. Wir 
waren also auf metallene Apparate angewiesen. Abgesehen davon, 
daB das gewahlte Metall nicht zu oxydabel sein durfte, muBte hierbe: 
auch das Angreifen seitens der bei der Zerstérung des organischen 
Stoffes gebildeten Kohle vermieden werden. Es ist eine bekannte 
Tatsache, daB verschiedene Schwermetalle bei héheren Temperaturen 
durch Kohlenstoff a “fen werden. Nach unserer Erfahrung ist 
Nickel am geeignetsten. +i Temperaturen unter 500° wird Nickel 
nicht merklich oxydiert und auch nur wenig durch den verkohlenden 
organischen Stoff angegriffen. 

Die zu untersuchenden tierischen Organe (Lungensubstanz, Fleisch- 
substanz) werden nun folgendermaBen behandelt. Durch Erhitzen 
werden sie getrocknet und darauf in einem Eisenmérser zu Pulver 
zerstampft, was nach hinreichendem Trocknen sehr leicht ausfiihrbar 
ist. Hierauf wird die feinpulverisierte Lungensubstanz in zwei ab- 
gewogene Teile geteilt and jeder Teil in ein geschlossenes NickelgefaB 
gebracht. Zum Erhitzen benutzten wir einen elektrischen Ofen, 
,,Patent Ubbelohde‘‘, dessen Innenbekleidung aus Schamotte be- 
steht, was nicht schidlich ist, da wir in geschlossenen Apparaten 
arbeiten. Fiir kleinere tierische Organe kann man schneller mit 
dem elektrischen Tiegelofen ,,Patent Ubbelohde arbeiten und die 
Veraschung in kleinen Nickeltiegeln verlaufen lassen. durch deren 
Deckel ein Sauerstoffstrom geleitet wird. Dann ist die Veraschung 
in 3 bis 4 Stunden beendet. Bei einer Temperatur von 300 bis 
350° findet eine ziemlich schnelle Verkohlung statt. Wenn keine 
Dampfe mehr durch das Abfuhrrohr entweichen und also alle 
gasférmigen Zersetzungsprodukte verschwunden sind, wird ein starker 
Sauerstoffstrom durch eine seitlich angebrachte Offnung hinein- 
geleitet. Bei sorgfaltiger Austreibung aller gasférmigen Produkte 
braucht man kein plétzliches Entflammen der Kohle zu_befiirchten. 
Es findet eine allmahliche Verbrennung statt, und man _ erhalt 
eine kreideweiBe Aschenmasse, die nach hinreichendem Durch- 
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leiten von Sauerstoff héchstens durch eine kleine Menge Nickelpulver, 
das dem GefiB entstammt, verunreinigt ist. Hierbei ist der Bruch- 
teil eines Prozentes Si, das im Nickel vorkommt, auber Betracht 
zu lassen. Der weitere Verlauf der Aschenanalyse gestaltet sich wie 
gewohnlich. Die Asche wird, nachdem sie aus dem GefiB ge- 
sammelt ist, in einem Platintiegel mit einer Soda-Pottaschemischung 
geschmolzen, um unlésliche Kieselsiure und Ferriphosphat aufzu- 
schlieBen. Hierauf wird in einer Platinschale dreimal mit starker Salz- 
siure eingedampft und eine Stunde lang auf 110° im Trockenschrank 
erhitzt. Dann wird der Inhalt mit verdiinnter Salzsaure extrahiert, die 
Kieselsiure durch ein aschefreies Filter abfiltriert und ausgewaschen. 
In einem Platintiegel erfolgt Ausgliihen bis zur Gewichtskonstanz. 
Das gewogene SiO, wird auf Reinheit kontrolliert durch Eindampfen 
mit ein wenig Schwefelséure und Fluorwasserstoffsiure und aufs neue 
bis zum konstanten Gewicht gegliiht. SchlieBlich wird das Filtrat 
wiederum mit Salzsiure eingedampft, um die letzten Spuren Kieselsaure 
zu erhalten und auf die beschriebene Weise behandelt. 

Das von Kieselséiure befreite Filtrat wird nunmehr mit der er- 
forderlichen Menge Salpetersiure und Ammonnitrat versetzt und 
ein Uberma8 Ammonmolybdat hinzugesetzt, worauf das gelbe kristalli- 
nische Ammonphosphormolybdat in einem Gooch-Tiegel abfiltriert, 
ausgewaschen und in einer ammoncarbonathaltigen Atmosphare bei 
155° bis zum konstanten Gewicht getrocknet wird. 

In dem von Kieselsiéure und mittels Ammonmolybdat oder Ferri- 
chlorid von Phosphorsaure befreiten Filtrat wird eventuell das Molybdan 
entfernt durch Auskochen der Salpetersaéure und Sattigen mit Schwefel- 
wasserstoff; sodann das Nickel (und Eisen) durch Neutralisieren und 
Zusatz von Ammonsulfid. Im Filtrat wird das Calcium durch doppelte 
Fallung mit Ammonoxalat bestimmt und gewogen als CaO. 

Wie gesagt, kénnen augh andere tierische und pflanzliche Organe 
auf diese Weise verascht werden. Diese Methode eignet sich sowohl 
fiir groBe als fiir kleine Mengen. Nach unserer Erfahrung kénnen 
100 g fettes Fleisch nach vorangehendem, starkem Trocknen und Pulveri- 
sieren sehr leicht in dem Nickelgefa8 verkohlt und in etwa 3 Stunden 
im Sauerstoffstrom vollstaéndig verascht werden. Alle diese Prozesse 
verlaufen glatt bei 300 bis 350°. 

Henckel (6) versichert, daB fiir eine vollstandige Verbrennung eine 
Temperatur von 600° erforderlich sei, und auch noch in der letzten Zeit 
arbeiten Lockemann (7), Richter-Quittner (8) und Ernst und Barasits (9) 
in elektrischen Tiegeléfen (Heraus) bei beginnender Rotglut. Die allgemein 
empfundenen Nachteile dieser hohen Temperaturen sind: Zusammen- 
schmelzen der Asche, wodurch die vollstindige Verbrennung der Kohie 


erschwert wird, Verfliichtigung der Alkalichloride und die Méglichkeit der 
Reduktion der Sulfate und sauren Phosphate. Richter-Quittner (8) driickt 
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sich folgendermaBen aus: ,,Gelingt es, die Veraschung bei niedriger Tem- 
peratur durchzufiihren, so gelangen die Alkalien als Chloride zur Wagung.* 

Der groBe Vorteil unserer Methode besteht darin, daB die Ver- 
kohlung und Veraschung auf trockenem Wege bei niedriger Temperatur 
verlaufen und man also diesen ProzeB ohne Nachteil in Nickelapparaten 
ausfiihren kann. Da das NickelgeféB geschlossen ist, kann man groBe 
Mengen organischer Substanz verkohlen ohne Gefahr von Stoffverlust. 
Man erhalt die Asche als eine weiBe, porése Masse, die leicht in Pulver 
zerfallt und sich ohne Miihe aus dem GefaB entfernen laBt. 

In der letzten Zeit haben Ernst und Barasits (9) gefunden, dab 
bei Veraschen ohne Zusatz von Alkali bei beginnender Rotglut kein 
Verlust von Chloriden und Phosphaten stattfindet. Selbstredend 
besteht bei der Temperatur, bei welcher wir arbeiten, noch weniger 
Gefahr eines Verlustes anorganischer Bestandteile. Untersuchungen 
iiber das Verhalten der Phosphate, Sulfate und Chloride bei unserer 
Veraschungstemperatur bei Anwesenheit organischer Kohle sind jetzt 
im Gange. 

Zusammenfassung. 

Es wird ein neues Verfahren fiir die Bestimmung von Ca und Si 
(eventuell P) in groben Mengen organischer Substanz beschrieben; 
letztere wird bei niedriger Temperatur in kieselsiurefreien Apparaten 
ohne Gebrauch von PlatingefaBen verascht. 
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Weitere Untersuchungen iiber die Bildung von Vitamin B durch 
Bakterien. Das Vitamin-B-Bildungsvermégen 
von Bac. mycoides Fliigge und Bac. mycoides ruber Matzuschita. 


Von 
Martin Schieblich. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 18. Juni 1930.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Wie in vergleichenden Untersuchungen iiber die Fahigkeit der Bildung 
von Vitamin B durch Bakterien gezeigt werden konnte, ist diese Eigen- 
schaft selbst bei sehr nahe verwandten Organismen auBerst verschieden 
ausgeprigt vorhanden. Wahrend Bac. vulgatus (Fliigge) Migula unter 
den gewahlten Versuchsbedingungen reichlich Vitamin B zu_ bilden 
vermochte, war die von Bac. mesentericus (Fliigge) Lehm. et Neum. 
produzierte Menge nur als gering zu veranschlagen!. 

Sunderlin und Werkman?® berichten, daB auch dem Bac. mycoides 
Fliigge die Fahigkeit zukomme, Vitamin B zu bilden. Es gelang ihnen, 
mit feuchter, auf einem extrahierten Pepton-Agar gewachsener Bazillen- 
masse als Zulage zu einer vitamin-B-freien Grundkost Ratten zum 
Wachstum zu bringen. 2g riefen nur ganz geringes, 4 g mittleres und 8 g 
gutes Wachstum hervor; Mengen unter 2 g erwiesen sich als unzureichend. 
Sie bezeichnen den Bac. mycoides im Vergleich zu anderen Mikroorganismen 
als gute Vitamin-B-Quelle. Die von mir gepriiften beiden Bazillen, Bac. 
vulgatus und Bac. mesentericus, wurden bei den Untersuchungen nicht 
beriicksichtigt. 

Es erschien mir nun interessant, das Vitamin-B-Bildungsvermégen 
des Bac. mycoides Fliigge mit dem dieser beiden Mikroorganismen zu 


1 M. Schieblich, diese Zeitschr. 207, 458, 1929; derselbe, ebendaselbst 
220, 394, 1930. 
2G. Sunderlin u. C. H. Werkman, Journ. of Bact. 16, 17, 1928. 
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vergleichen. AuBerdem wurde noch ein weiterer Vertreter der Mycoides- 
gruppe, der Bac. mycoides ruber Matzuschita, der sich durch milz- 
brandartiges Wachstum und haufige Bildung eines rostroten Farbstoffs 
vor allem auf stairkehaltigen Nahrbéden und in Milch auszeichnet, 
auf seine Fahigkeit, Vitamin B zu bilden, gepriift. 


Die Zucht dieser beiden Bazillen aut dem zu meinen friiheren Unter- 
suchungen benutzten Nahrboden (vitamin-B-freies Grundfuttergemisch 
fiir Ratten mit der zehnfachen Menge Wasser verkocht) stieB zunachst 
auf Schwierigkeiten. Bei direkter Uberimpfung der Mikroorganismen auf 
diesen Naihrboden blieb das Wachstum véllig aus, doch gelang es, durch 
besondere MaBnahmen eine Angewéhnung zu erzielen. Es wurde in der 
Weise vorgegangen, daB die Bazillen zunachst an das mit der 20fachen 
Menge Wasser verkochte Futtergemisch unter verschieden hohem Nahr- 
bouillonzusatz gewéhnt wurden. Die Nahrbouillonzusatze betrugen auf 
je 5ecm des 20fach verdiinnten Futtergemisches 5, 4, 3, 2, 1 und 0,5 cem. 
Die Bazillen wurden je zweimal auf die verschiedenen Verdiinnungen ge- 
impft und schheBlich die Bouillon véllig weggelassen. Nachdem sie auf 
diese Weise an das 20fach verdiinnte Futtergemisch gewéhnt worden waren, 
wuchsen sie dann auch chne Schwierigkeiten auf dem zu den friiheren Ver- 
suchen mit Bac. vulgatus und mesentericus verwandten nur zehnfach ver- 
diinnten Futtergemisch. 


Der Bac. mycoides bildete auf diesem Nahrboden im Fernbachkolben 
innerhalb von 7 Tagen eine griingelbe Decke, auch die ganze Masse des 
geleeartigen Nahrmediums nahm infolge der Durchwucherung mit dem 
Bazillus die gleiche Farbe an. Der Geruch der Kulturen war unangenehm, 
leimig-kiseartig, die Konsistenz dick cremeartig. Die Reaktion der Kulturen 
lag im sauren Bereich, der py-Wert betrug etwa 6,4. Die Reaktion hatte 
sich also gegeniiber der urspriinglichen des unbeimpiten Nahrbodens 
(po = 6,2) nur wenig verandert. 


Der gleichzeitig auf sein Vitamin-B-Bildungsvermégen gepriifte Bac. 
mycoides ruber bildete auf dem benutzten vitamin-B-freien Naéhrmedium 
innerhalb von 8 bis 9 Tagen eine schmutziggraue Dec ke mit einem Stich 
ins Griinliche, an einzelnen Stellen trat, jedoch nicht regelmaBig, rostrote 
Verfarbung auf, die sich zuweilen bis auf etwa zwei Drittel der ganzen 
Obertlache erstreckte. In der Tiefe nahm der Nahrboden wie zuniichst die 
Obertlache eine schmutziggraue Farbe mit einem Stich ins Griinliche an. 
Der urspriinglich geleeartige Nahrboden wurde durch das Wachstum des 
Bazillus in eine diinne suppenartige Masse verwandelt. Der Geruch der 
Kulturen war ganz charakteristisch, und zwar beim Herausschiitten aus- 
gesprochen nach Schweinemist. In starkerer Verdiinnung erinnerte er an 
den Geruch ranziger Niisse wie auch an Maggi. Die Reaktion der Kulturen 
unterschied sich mit py = 6,5 kaum von der der Kulturen des Bac. mycoides 
und auch Bac. vulgatus (pq = 6,4). 


Das gut mit den beiden Bazillen bewachsene vitamin-B-freie 
Futtergemisch wurde, in gleicher Weise wie in den friiheren Mitteilungen 
beschrieben, als alleinige Nahrung an junge, vitamin-B-verarmte Ratten 
verfiittert, und zwar erhielten die Ratten Nr. 7092, 7093 und 7094 mit 
Bac. mycoides und die Ratten Nr. 7095, 7096 und 7097 mit Bac. mycoides 
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ruber bewachsenes Futtergemisch. Das Ergebnis der Versuche ist aus 
den beigegebenen Wachstumskurven zu ersehen. 

Es zeigt sich auch hier wieder, daB die Fdahigkeit der Vitamin-B- 
Bildung keineswegs bei verschiedenen Bakterienarten gleichmaBig aus- 
gebildet ist. Wahrend das mit Bac. mycoides bewachsene zehnfach 
verdiinnte Futtergemisch nur ganz schleppendes Wachstum hervor- 
zurufen vermochte, war dieses bei dem mit Bac. mycoides ruber be- 
wachsenen gut, wenn es auch nicht an das durch Bac. vulgatus be- 
wirkte heranreichte. Die durchschnittliche Gewichtszunahme betrug 
bei Mycoidesfutter in 30 Tagen pro Ratte nur 12,7 g, war also noch 
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Abb. 1. 


schlechter als die friiher bei mit Bac. mesentericus bewachsenem Futter- 
gemisch (16,3 g) beobachtete. Der geringere Vitamin-B-Gehalt der 
Kulturen kommt auch in einer niedrigeren Futteraufnahme, die pro 
Tier und Tag zwischen 40 und 78 g gegeniiber 32 bis 105 g beim Bac. 
mesentericus schwankte, zum Ausdruck. Hervorgehoben sei, da® der 
geringe Vitamin-B-Gehalt der Mycoideskulturen nicht etwa durch 
spairliches Wachstum des Bazillus zu erklaren ist, das Wachstum war 
stets sehr iippig. Die durch das mit Bac. mycoides ruber bewachsene 
Futtergemisch bewirkte Gewichtszunahme von 65,3g pro Ratte in 
30 Tagen ist im Verhaltnis zu Bac. vulgatus mit 79g als recht gut 
zu bezeichnen. Da8B die Vitamin-B-Bildung des Bac. mycoides ruber 
nicht an die des Bac. vulgatus heranreicht, kommt auch in dem friiheren 
Abflachen der Wachstumskurven deutlich zum Ausdruck. Die Futter- 
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aufnahme schwankte pro Tier und Tag zwischen 50 und 140 g, erreichte 
also niemals die bei Bac. vulgatus mit 190 g beobachtete Héchstmenge. 
Ein Unterschied zwischen den Kulturen mit und ohne rostroter Farbung 
war hinsichtlich ihres Vitamin-B-Gehaltes nicht feststellbar. 


Zusammenfassung, 


Weitere Untersuchungen iiber das Vitamin-B-Bildungsvermégen 
von Bakterien fiihrten zu dem Ergebnis, daB diese Eigenschaft beim 
Bac. mycoides Fligge nur sehr gering, in noch geringerem MaBe als 
bei Bac. mesentericus (Fliigge) Lehm. et Neum., beim Bac. mycoides 
ruber Matzuschita hingegen gut, wenn auch nicht in dem MaBe wie 
beim Bac. vulgatus (Fliigge) Migula, ausgeprigt ist. 





Zur Methode der Dialyse. 


Von 
A. A. Sehmidt. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Militar-Medizinischen Akademie, 
Leningrad. ) 


(Eingegangen am 19. Juni 1930.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Dialyse spielt eine sehr wichtige Rolle bei der Untersuchung 
einer Reihe von physiologischen und biochemischen Prozessen. 


Die Trennung der Biokolloide von den Kristalloiden, wenn die ersten 
in einem unveranderten physikalisch-chemischen Zustande erhalten werden 
sollen, wird gegenwartig beinahe ausschlieBlich durch Dialyse oder 
Elektrodialyse ausgefiihrt. Es gibt zahlreiche Verfahren zur Herstellung 
der Dialysatoren. Die Dialysenmembran wird aus verschiedenem Material 
verfertigt. Als Dialysatoren werden Eiweiimembranen (ausgetrocknete 
Harnblase, Schwimmblase der Fische, Froschhaut usw.), Pilanzenhiillen 
und Pergament gebraucht. Im Laufe der letzten 20 bis 25 Jahre hat 
das Kollodium als Material zur Herstellung der Dialysenmembranen eine 
weite Verbreitung gefunden. Es mu8 zwar erwaihnt werden, daB Fick (1) 
schon im Jahre 1855 das Kollodium zur Herstellung von Membranen bei der 
Untersuchung der Diffusion gebratht hat. Im Jahre 1907 hat Bechold (2) 
Kollodiummembranen von verschiedener Durchlassigkeit verfertigt. Im 
Jahre 1915 hat Brown (3) vorgeschlagen, die Kollodiummembranen aut 
tolgende Weise zu verfertigen: die aus Kollodium hergestellten Membranen 
werden zuerst getrocknet und dann 24 Stunden in Alkohol von verschie- 
dener Stirke eingeweicht; schlieBlich werden die Membranen mit Wasser 
gewaschen; nun kénnen sie gebraucht werden. Je héher die Konzentration 
des Alkohols ist, in welchem die Membranen eingeweicht werden, desto 
gréBer ist ihre Durchlassigkeit. Deshalb ist das Kollodium ein geeignetes 
Material, aus welchem bei gewisser Ubung der im Laboratorium Arbeitende 
einen Dialysator von der gewiinschten Form und Durchlassigkeit verfer- 
tigen kann. 


Ein verbreitetes Herstellungsverfahren von Kollodiumdialysatoren 
ist die Verfertigung von ganzen Kollodiumhiilsen von verschiedener Form. 
Wenn ein Dialysator fiir kleine Fliissigkeitsmengen erforderlich ist, so 
werden diese Hiilsen so verfertigt, daB ein Reagenzglas mit einer bestimmten 
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Menge einer Kollodiumlésung angefiillt wird, wobei das Kollodium sich in 
gleichmaBiger Schicht an der inneren Obertliche des Reagenzglases aus- 
breitet. Es kann auch die auBere Oberfliche des Reagenzglases mit Kollo- 
dium iiberzogen werden. In beiden Fallen laBt sich die Membran nach 
der Verfliichtigung des Athers von der Glasobertliche abheben. Der Nach- 
teil dieses Verfahrens besteht darin, daB es schwer ist, eine Hiilse zu er- 
halten, deren Wande von gleicher Dicke sind: das Kollodium verteilt sich 
beim Trocknen ungleichmaBig, und an denjenigen Stellen, an welchen eine 
geringere Kollodiummenge vorhanden ist, reiBt bei der weiteren Bearbeitung 
gewohnlich die Hiilse ein. 


Es schien mir bei der Herstellung der Kollodiumdialysatoren be- 
quemer und praktischer, zylinderférmige Kollodiumhilsen durch 
Zusammenkleben aus Kollodiummembranen zu verfertigen. Kollodium- 
menbranen von beliebiger Dicke und GréBe lassen sich nach dem Ver- 
fahren Walpoles (4) gut herstellen. Da das Kollodium bei diesem Ver- 
fahren sich iiber eine horizontale Flache ausbreitet, so muB die Dicke 
der Membran in allen Teilen gleich sein. 


Methodik der Herstellung der Kollodiumhiilsen, 


Die Kollodiumhilsen wurden von mir durch Auflésen von 10g Nitro- 
cellulose (lufttrocken) in 60 ccm 96° ,igem Alkohol und 300ccm Ather her- 
gestellt, und zwar so, daB die Nitrocellulose zuerst in einem Glase mit 
Alkohol beschickt und nach sorgfaltiger Umschiittelung in kleinen Por- 
tionen die nétige Menge Ather zugegeben wird. Nach jeder Portion Ather 
wird das Gemisch sorgfailtig umgeschiittelt, wcdurch die gleichmabige Aut- 
lésung der Nitrocellulose beférdert wird. Aus diesem Kollodium werden 
nach Walpole Membranen hergestellt, wobei das Kollodium auf eine Glas- 
platte ausgegossen wird, welche einer Quecksilberschicht auiliegt; ich ver- 
wende eine 120 « 120mm groBe Glasplatte. 25ccm Kollodiumlésung werden 
auf diese Platte in diinnem Strahl ausgegossen, und zwar so, daB das 
Kollodium méglichst schnell die ganze Oberflache der Platte in gleich- 
maBiger Schicht bedeckt. Gewéhnlich trocknet das Kollodium auf der 
Platte im Laufe. von 25 bis 30 Minuten ein, so da die Membran ohne jede 
Schwierigkeit von der Platte weggenommen werden kann. Die Membran 
hat das Aussehen einer durchsichtigen und sehr weichen Lamelle. Sie wird 
in Alkohol (80°) gebracht, in welchem sie bis zur Herstellung der Hiilse 
aufbewahrt wird. Es ist aber zweckmiBig, die Membran vor der weiteren 
Bearbeitung nicht weniger als 1 bis 2 Stunden im Alkohol (80°) zu halten. 
Andererseits 1iBt sich die Membran im Alkohol monatelang gut auf- 
bewahren und kann immer gebraucht werden. Im Alkohol erhilt die 
Membran eine bestimmte Elastizitat, welche fiir die Herstellung der Hiilse 
notwendig ist. 


Die Hiilse wird auf folgende Weise verfertigt. Aus der Kolledium- 
membran wird ein 6 bis 8 cm breiter Streifen ausgeschnitten; beide Lings- 
rander und ein Ende des Streifens miissen gleichmaBig besc hnitten werden. 
Mit zwei Glasstabchen und Gummiringen wird der Streifen an einem Glas- 
rohr angebracht, dessen Durchmesser ein wenig kleiner ist, als der Durch- 
messer der Kollodiumhiilee. Die Liaingsrainder des Streifens werden auf 
einer Breite von 1 mm aufeinander gelegt. Die Rander werden mit Alkohol 
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(96°) angefeuchtet, der Uberschu8 an Alkohol wird mit Filtrierpapier ent- 
fernt. Ferner fiihrt man in den Spalt zwischen den aufeinander gelegten 
Streifenrindern, von einem Ende an, in kleinen Portionen das Kollodium 
ein. Beim Festdriicken des oberen Randes an den unteren mit einem 
trockenen Glasstibchen erhilt man momentan die Verklebung beider 
Rinder. Von dem Glasrohr wird nun der fertige Zylinder abgezogen. 
Das gleichmaBig beschnittene Ende des Zylinders wird einige Minuten 
in 96gradigen Alkohol getaucht. Der Uberschu8 an Alkohol wird mit 
Filtrierpapier entfernt und der Zylinder wird in vertikaler Stellung aut 
ein Stiickchen Kollodiummembran gebracht (25 25mm). Das Stiickchen 
liegt auf einer Glasplatte und wird vorher ebenfalls mehrere Minuten 
in 96gradigem Alk>hol eingeweicht. In den Spalt zwischen dem gleichmiaBig 
beschnittenen Ende des Kollodiumzylinders und der Membran wird eine 
kleine Menge Kollodium eingefiihrt. Der Zylinder wird in vertikaler Stellung 
belassen, bis das Kollodium getrocknet ist und der untere Zylinderrand 
sich mit der Kolloidmembran verklebt hat. Dann wird der festgeklebte 
Boden mit einer Schere aus dem iibrigen Teil der Membran ausgeschnitten. 
Es ist vorteilhaft, wenn die Rinder des Bodens um 1 mm von der Ver- 
klebungsstelle des Bodens mit dem Zylinder hervortreten. 


Da alle Stufen der Herstellung der Hiilsen Zeit erfordern und die 
Membran an der Luft trocknet, wodurch die Arbeit aufgehalten wird, 
so mu8 der fertige Zylinder oder die Hiilse in den Zwischenraumen 
der einzelnen Stufen mit 80gridigem Alkohol angefeuchtet werden. Die 
fertige Hiilse wird auf einen Glaszylinder aufgesetzt; der Durchmesser 
des Zylinders betrigt 15mm, die Linge 50 bis 60mm; der Rand des 
Zylinderendes, auf welches die Hiilse aufgesetzt wird, ist ein wenig nach 
auBen gebogen; auf demselben Ende des Zylinders ist ein 8 bis 10 mm breiter 
Gummiring ausgespannt ; einRand des Ringes reicht bis an den umgebogenen 
Rand des Zylinderendes. Der Zylinder wird in die Hiilse auf 15 bis 20 mm 
eingefiihrt ; die Hiilse wird mit einem Faden an den Zylinder an der Stelle 
festgebunden, an welcher der Gummiring aufgesetzt ist. Die Gummi- 
zwischenschicht bedingt ein festes Anliegen der Kollodiumhiilse an den 
Glaszylinder. 

Die so hergestellte Kollodiumhiilse wird mit 96gradigem Alkohol an- 
gefiillt und 20 bis 30 Minuten in ein Glas gebracht, welches mit demselben 
Alk hol angefiillt ist. Unter der Wirkung des Alkohols wird die Kollodium- 
wand weich und sehr nachgiebig. Nach der Beseitigung des Alk»hols wird 
die Hiilse mit Wasser angefiillt und die Offnung des Glaszylinders mit 
einem Gummipfropfen fest verschlossen. Infolge des in der Hiilse ent- 
standenen Wasserdruckes dehnen sich ihre weichen Wande aus und die 
Hiilse erhalt eine regelmiBige zylindrische Form mit konvexem Boden. 
Die ausgedehnte Hiilse wird 1 bis 2 Stunden in Wasser getaucht. Im 
Wasser tritt der Alkohol aus den Wanden der Hiilse, wodurch sie elastisch 
werden. 

Jetzt wird die Hiilse getrocknet; zu diesem Zwecke wird sie aus dem 
Wasser herausgenommen und das Wasser aus der Hiilse ausgegossen: 
ihre Wande werden mit einem weichen Lappchen auBen und innen 
abgetrocknet. Nun wird die Hiilse mit hygroskopischer Watte vollgestopft : 
ihre Wande dehnen sich dabei aus. Dann wird sie 20 bis 30 Stunden an 
der Luft stehengelassen. Da das Austrocknen in gedehntem Zustande 
stattfindet, so behalt die Hiilse nach dem Herausnehmen der Watte die 
regelmiBige zylindrische Form mit ein wenig konvexem Boden. Um uns 
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davon zu iiberzeugen, ob in der Wand der Hiilse nicht irgendwelche Schadi- 
gungen vorhanden sind, fiillen wir sie mit Wasser und verschlieBen die 
Offnung mit einem Gummipfropfen; wenn in der Hiilsenwand ein Loch 
vorhanden ist, tritt aus demselben Wasser hervor. Diese Stelle wird 
an der Hiilse mit einem Bleistift bezeichnet und das Wasser aus der 
Hiilse ausgegossen; die Wand wird innen abgetrocknet, die geschiidigte 
Stelle an der AuBenwand mit 96gridigem Alkohol ein wenig angefeuchtet 
und mit einem Tropfen Kollodiumlésung verschlossen. Das Kollodium 
trocknet an der Luft bald ein, und die Hiilse kann weiter bearbeitet 
werden. 

Die ausgetrocknete Hiilse kann fiir die Dialyse nicht gebraucht 
werden, da ihre Wand fiir die Kristalloide nicht durchlassig ist. Die 
Wand wird erst nach vorheriger Darchtrankung mit Alkohol durchlissig. 
Dabei kann die Durchlassigkeit nach der Starke des Alkohols gréBer oder 
geringer sein. 

Fiir die Durchtrankung der Kollodiumhiilse ist eine Konzentration 
des Alkohols von 92 bis 96% besonders geeignet. Die mit solchem 
Alkohol durchtrankte Hiilse 1a8t die Kristalloide bei der Dialyse ver- 
haltnismaBig leicht durch, wihrend die Kolloide (Starke- und Eiwei®lésung) 
ginzlich aufgehalten werden. 

Die Bearbeitung der Kollodiumhiilsen mit Alkohol wird auf folgende 
Weise ausgefiihrt. Die mit Alkohol von der nétigen Konzentration gefiillte 
Hiilse wird in ein Glas gebracht, mit Alkohol der gleichen Konzentration. 
Im Glase wird die Hiilse 6 bis 10 Stunden belassen. Darauf wird sie 
herausgenommen, der Alkohol ausgegossen und die Hiilse sofort mit einer 
so groBen Menge Wasser angefiillt, daB der Glasteil derselben beinahe ganz 
mit Wasser angefiillt ist. Die Offnung des Glaszylinders wird mit einem 
Gummipfropfen fest verschlossen, weshalb die zuerst nachgiebigen Kollo- 
diumwiinde der Hiilse unter dem inneren Drucke gespannt werden und die 
Hiilse eine regelmaBige Form bekommt, welche wihrend der ganzen Arbeit 
erhalten bleibt. Zum vollstandigen Entfernen des Alkohols wird die Hiilse 
2 bis 3 Stunden in destilliertem Wasser eingeweicht. 

Der fertige Dialysator wird mittels eines Gummipfropfens in einem 
GefaB von passender GréBe angebracht; durch den Pfropfen werden 
zwei Glasrohre eingefiihrt; eines reitht bis an den Boden des GefaBes, 
das andere endigt unter dem Pfropfen anniihernd auf der Héhe, bis zu 
welcher das Niveau der zu dialysierenden Fliissigkeit reicht. Durch das 
erste Rohr tritt das Wasser (aus der Wasserleitung oder destilliertes) 
in das GefiB ein, durch das zweite wird das Wasser entfernt. Dieser Dia- 
lysator faBt 15 bis 25ccm Fliissigkeit, die Arbeitsfliche betragt 50 bis 
60 qcem. 

Dialysator fiir gréBere Fliissigkeitsmengen. 

Die eben beschriebene Dialysenhiilse faBt nur kleine Mengen der zu 

dialysierenden Fliissigkeit. Um die Kollodiummembranen bei der Dialyse 


gréBerer Fliissigkeitsvolumina auszunutzen, muBten wir den Dialysator ein 
wenig abandern. 


Bei der Herstellung eines Dialysators fiir ein gréBeres Fliissigkeits- 
volumen miissen zwei Momente in Betracht gezogen werden: 1. muB die 
zylindrische Form des Dialysators beibehalten werden, da sie die rasche 
Dialyse beférdert; 2. miissen das Wasser, welches die Dialysatorober- 
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fliche auBen umspiilt, und die zu dialysierende Fliissigkeit sich in 
bestindiger Bewegung befinden. Bei der Verfertigung der Dialysen- 
hiilsen fiir einen gr6éBeren Dialysator wurde das oben beschriebene Ver- 
fahren der Herstellung von Kollodiummembranen angewandt. 

Da fiir diesen Dialysator gréBere Membranen erforderlich waren, so 
muBte man das Kollodium auf eine gréBere Glasplatte ausgieBen 
oder zwei Kollcdiummembranen zusammenkleben. Ich habe das letztere 
Verfahren gewahlit. Zwei Kollodiummembranen von 120 « 120 mm 
werden mit zwei gleichmaBig beschnittenen Randern zusammengeklebt, 
wobei diese Rander auf einer Breite von 1 bis 144 mm aneinander gelegt 
werden. Die einander beriihrenden Oberflaichen der Réander werden zuerst 
mit 96gridigem Alkohol und dann mit Kollediumlésung angefeuchtet. Die 
Verklebung der Rander tritt sofort ein. Auf solche Weise erhalten wir eine 
120 x 230 mm groBe Kollodiummembran. Aus dieser Membran wird mit 
einem scharfen Messer ein 60 bis 80mm breiter Streifen vorsichtig aus- 
geschnitten. Die Liangsrinder des Streifens werden mit Kollodium verklebt 
und wir erhalten einen Zylinder mit offenen Enden, dessen Durchmesser 
20 bis 25 mm betragt. Beide Enden des Zylinders werden mit einem Faden 
an Glasrohre von entsprechendem Durchmesser festgebunden. Auf die 
Enden der Rohre, welche in die Kollodiumzylinder eingefiihrt werden, 
sind 10mm breite Gummiringe aufgesetzt. Das Gummi beférdert das feste 
Anliegen der Kollodiummembran. Das Trocknen und die Durchtrainkung 
des Kollodiumzylinders mit Alkohol wird ebenso ausgefiihrt, wie wir es fiir 
die kleinen Kollodiumhiilsen beschrieben haben. 

Nach dem Einweichen in Standardalkohol und nach dem Abwaschen 
mit Wasser wird der Dialysenzylinder mittels Glasréhren, an deren 
Enden er festgebunden ist, und Gummipfropfen, die in der Lichtung 
eines Glaszylinders von entsprechender Linge und einem inneren Durch- 
messer von 30mm angebracht sind, befestigt. Zwischen der Innenwand 
des Glaszylinders und der auBeren Oberilaiche der Kollodiumréhre bleibt 
eine kleine Lichtung zuriick. Der Glaszylinder hat an dem oberenund unteren 
Ende je eine Offnung mit angeschmolzenem Rohr (Durchmesser 5 mm, 
Linge 30mm). Die Offnungen miinden im Zylinder annihernd auf der 
Hohe des oberen und unteren Endes der Kollodiumréhre (s. Abb. 1). 


Der Dialysator wird im Stativ in vertikaler Stellung angebracht. Die 
zu dialysierende Fliissigkeit tritt in die Lichtung der Kollodiumréhre von 
unten durch ein Glasréhrchen ein; dieses wird durch den Pfropfen. 
welcher die untere Offnung des Dialyrenzylinders verschlieBt, eingefiihrt. 
Die Fliissigkeit fillt die Lichtung des Zylinders auf und flieBt durch ein 
Glasréhrchen, welches die obere Offnung des Dialysators verschlieBt, heraus. 
Dieser Dialysator faBt 60 bis 80 ccm Fliissigkeit, seine Arbeitstliche betragt 
aber 150 bis 180 qcem. 

Im Zwischenraum zwischen der Wand des Glaszylinders und det 
Kollodiumréhre ilieBt fortwihrend Wasser durch, welches durch die untere 
Offnung eintritt und durch die obereOffnungheraustlieBt. Dadieser Zwisc hen- 
raum klein ist, so wird das Wasser in ihm sehr schnell gewechselt, wo 
durch die Dialyse selbstverstandlich beschleunigt wird. 


Wenn 600 bis 1000 ccm Fliissigkeit dialysiert werden sollen, so ist 
auch dieser Dialysator nicht groB genug. In diesem Falle mu der Dial ysator 
verlangert werden, wobei eine Kollodiumréhre von entsprechender Lange 
verfertigt wird, oder es werden zwei oder mehrere Dialysatoren miteinander 
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in Verbindung gebracht. In der Abb. 1 ist das Schema eines Dialysators 
dargestellt, welcher aus zwei miteinander in Verbindung  stehenden 
Kollodiumréhren besteht. 




















Abb. 1. 


A. Kollodiumzylinder. Durchmesser 20 bis 25mm. Lange 200mm. 
B. Glaszylinder. Durchmesser 30mm. Linge 300 bis 350mm. 

C. Gefa6 mit der zu dialysierenden Fliissigkeit. 

D. Gefaifvorlage, fiir die durch den Dialysator geleitete Fliissigkeit. 
a. Glasréhrchen, innerer Durchmesser 3 mm. 

b. Gummischlauch. 

ce. Gummipfropfen. 

d. Sechraubenklemme. 

e. Glasrohre, Durchmesser 20 bis 23mm. Linge 50 bis 60mm. 


Die Vorziige des eben beschriebenen Dialysators bestehen in folgendem. 
Erstens liegen infylge der zylindrischen ‘orm des Dialysators die vorteil- 
haftesten Bedingungen fiir die schnelle Dialyse zwischen der dialysierenden 
Oberflache und dem Volumen der zu dialysierenden Fliissigkeit vor. Zweitens 
geht das auBere umspiilende Medium (das Wasser) durch einen kleinen Raum, 
und da im Laufe einer Zeiteinheit eine verhaltnismaBig groBe Menge Wasser 
durchilieBt, so ist es verstandlich, daB das Medium rasch gewechselt 
wird und die durch die Kollodiummembran austretenden Stoffe rasch 
weggeschwemmt werden. Ein Vorteil des genannten Dialysators ist 
schlieBlich noch der Umstand, daB die zu dialysierende Fliissigkeit sich fort- 
waihrend bewegt: an die innere Oberfliche der Kollodiumréhre werden 
immer neue Stoffpartikelchen gebracht; dieses Moment beférdert ohne 
Zweifel die raschere Dialyse. Die Bewegung der inneren Fliissigkeit wird 
dadurch bedingt, daB sie in den Dialysator aus dem hoéher gelegenen 
GefaB eintritt, in das untergestellte GefaB aber herausflieBt. Die den Dia- 
lysator durchlaufende Fliissigkeit tlie}t in die Vorlage. Mittels einer 
Schraubenklemme wird die Schnelligkeit des AusflieBens der Fliissigkeit 
aus dem Dialysator reguliert. 


Wenn wir, z. B. 500 cem 5% iger NaCl-Lésung nehmen und diese 
Lésung in dem eben beschriebenen Dialysator dialysieren, wobei sie 





222 A. A. Schmidt : 


mit einer Schnelligkeit von 200 bis 250 com im Laufe einer Stunde 
durchgeleitet wird, so wird nach Ablauf von 3 Stunden die Halfte des 
Kochsalzes dialysiert. Bei diesem Dialysator wurde die Kollodiumréhre 
bei der Herstellung in 96gridigem Alkohol bearbeitet; wenn die Konzen- 
tration des Alkohols schwacher oder starker ist, so wird die Schnellig- 
keit der Dialyse sich verringern oder zunehmen. 


Dialysator zur raschen Dialyse von Kleinen Fliissigkeitsmengen. 


Wenn wir eine gewisse Menge der zu dialysierenden Fliissigkeit haben, 
so erhebt sich von selbst die Frage, auf welche Weise der Dialysenprozei 
beschleunigt werden kann. Da wir fiir spezielle Zwecke nur die Dialyse 
von kleinen Fliissigkeitsmengen  beriicksichtigten, so wurden folgende 
Versuche ausgefiihrt, um den ProzeB der Dialyse zu beschleunigen. 

Es wurde erstens gepriift, auf welche Weise die Schnelligkeit des 
Wasserstromes wirkt, welcher die Dialysatorobertliche von auBen umspiilt. 
In eine kleine Dialysenhiilse wurden 5 ccm 5° ,ige NaCl-Lésung gegossen. 
In einem Versuch umspiilte das Wasser die Hiilse mit einer Schnelligkeit 
von 500cem pro Stunde, im anderen Versuch aber mit einer Schnellig 
keit von 10000 ccm. Es erwies sich, daB, trotz der Beschleunigung der 
Bewegung des Wassers um das 20fache, die Dialyse des NaCl nur um 
10°. zugenommen hatte. 


Ferner haben wir noch ein Moment gepriift: die Schwenkung des 
Dialysators. Wenn man in die Hiilse 5ccm Fliissigkeit gieBt, die Hiilse 
aber 10 bis 15 cem faBt, so gelingt es durch schwenkende Bewegungen in 
der Querachse des Dialysators, die Dialyse um 30 bis 50°, zu beschleunigen. 
Die Beschleunigung haingt davon ab, da8B beim Schwenken ein und dasselbe 
Fliissigkeitsvolumen mit einer gréBeren Oberflache der Kollodiummembran 
in Beriihrung kommt. Der Nachteil dieses Verfahrens besteht darin, dafi 
man erstens den Dialysator fortwaihrend schwenken mu, was nicht immer 
bequem ist. Zweitens, wenn EiweiBfliissigkeiten dialysiert werden, schiumen 
sie sehr stark bei der standigen Bewegung, und der Schaum verhindert 
die vollstandige Trennung der Kristalloide von den Kolloiden. 


SchlieBlich wurden Versuche angestellt, um die Wirkung der Tempe- 
ratur auf die Schnelligkeit der Dialyse zu bestimmen. Es ist bekannt, 
daB bei einer héheren Temperatur die Diffusion beschleunigt wird ;manmuBte 
deshalb erwarten, daB‘auch die Dialyse bei der Erhéhung der Temperatur 
rascher vor sich gehen wird. 


Fiir die ,,heiBe‘‘ Dialyse wurde ein auf folgende Weise konstruierter 
Dialysator angewandt (s. Abb. 2). 


Eine 10 bis 15 cem fassende Kollodiumhiilse wird mittels eines Gummi- 
pfropfens in einem Glaszylinder mit geschlossenem Boden von 30 * 120 mm 
befestigt. Auf der einen Seite, in der Héhe von 100 mm, geht durch die 
Wand des Zylinders ein Glasréhrchen (Durchmesser 2 bis 3mm), im 
Innern des Zylinders biegt es sofort nach unten um und lauft langs der 
inneren Wand des GefaiBes, unten biegt das Réhrchen nach oben um und 
endigt in einem Abstand von 3 bis 5mm von dem Boden der Hiilse. Das 
auBere Ende des Réhrchens steht von der GefaBwand 20 bis 25 mm ab. 
In die gegeniiberliegende Wand des GefaBes ist auf derselben Hohe ein 
Roéhrchen vom gleichen Durchmesser wie das erste eingeschmolzen. Die 
innere Offnung dieses Réhrchens miindet unmittelbar in die Lichtung des 
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GetaBes, in der Héhe des oberen Endes der Kollodiumhiilse. Die aiuBere 
Offnung steht von dem GefaB 20 bis 25 mm ab. 


In den Dialysator werden 6 bis 10ccm der zu dialysierenden Fliissig- 


keit gegossen, die Offnung wird mit einem Gummiptropfen verschlossen. 
Das auBere Ende des Rohres, welches bis zum Boden des GefaBes reicht, 


Abb. 2 
A. Kollodiumhiilse (15 « 80mm) mit der zu dialysierenden 
Fliissigkeit. 
B, GlasgefaiB (30 & 120mm) 
a) Glasrdhrchen (Durchmesser 2 bis 3mm). 
b) Glaszylinder (12 x 40 mm), an welchem die Kollodium- 
hiilse befestigt ist 


ce) Gummipfropfen. 





steht durch einen Gummischlauch mit dem am Boden eines Wasserbades 
befindlichen Glasschlangenrchr in Verbindung. Die Temperatur des 
Wasserbades wird auf der nétigen Hohe gehalten; durch das Schlangen- 
rohr tritt in den Dialysator Wasser ein. Das GlasgefaB mit der Dialyren- 
hiilse wird in dasselbe Wasserbad gestellt. Das an die Hiilse herantlieBende 
Wasser erwirmt sich also beim Durchgang durch das Schlangenrohr und 
gelangt in den Dialysator. Das Wasser flieBt aus dem Dialysator durch 
das gegeniiberliegende kurze Réhrchen ab. 

Das aus einem Dialysator heraustlieBende Wasser tritt in den zweiten, 
dann in den dritten Dialysator tiber usw. Da das Wasser gewéhnlich mit 
einer Schnelligkeit von 10 Liter pro Stunde durch den Dialysator flieBt, 
so hat der Umstand, da8 in dem in die folgenden Dialysatoren gelangen- 
den Wasser eine gewirse Menge von abdialysierten Stoffen enthalten ist, 
keine praktische Bedeutung. Das ist freilich nur in dem Falle méglich, 
wenn in allen Dialysatoren eine Fliissigkeit von der gleichen Zusammen- 
setzung dialysiert wird. Wir gebrauchen gegenwirtig ein Wasserbad, in 
welchem 1% Dialysatoren yon der genannten GroBe angebracht werden 
kénnen. Dieses Wasserbad ist in Abb. 3 schematisch dargestellt. 
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Abb. 3. 








A. Kollodiumhiilse. B. Metallstativ. C.Wasserbad. S. Glasschlangenrohr. R. Elektrische Heizung. 
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C. Neuberg u. H.Collatz Dismutation d. Methylglyoxaly|-e ssigs&ure usw. 243 


Antipoden unseres Produktes aus natiirlicher 1(+)-Glutaminsdure! 
mit salpetriger Saure bereitet und daraus durch eine Waldensche Um- 
kehrung iiber die 1, «-Chlor-glutarsiure auch die entgegengesetzt 
drehende, mit unserer Substanz identische Saiure gewonnen. Die 
dextrogyre «-Oxy-glutarsaure ist tibrigens vor vielen Jahren von EL. O. 
v. Lippmann? aus Riibensaft isoliert worden. 

Somit zeigt sich, daB von geeigneten Substraten aus die Dismutation 
zu Di-carbonsduren fiihrt. 

Der vorliegende Fall bietet vielleicht ein weiter reichendes Interesse 
aus folgendem Grunde. 

Man weiB heute, daB die «-Oxy-siuren im Stoffwechsel in die 
a-Aminosduren tibergehen kénnen, wie sie auch aus letzteren ent- 
stehen, sei es direkt, sei es auf dem Wege iiber die «-Ketosiuren. Fiir 
die zu unserem Endprodukt gehérige Carbonylsaure, die a-Oxo-glutar- 
siure, ist schon friiher eine biologische Bedeutung dadurch sicher erkannt, 
daB wir sie vergirbar befunden haben. Sie liefert naimlich bei Behand- 
lung mit Hefe* Bernsteinsiure, die (neben Ameisensdure) daraus eben- 
falls durch Bakterien‘ hervorgebracht wird. Die Methylglyoxalyl-essig- 
siure ist durch Bromierung von Lavulinsiure nach L. Wolff® unschwer 
zuganglich. Die Lavulinsaure selbst ist nun dadurch ausgezeichnet, dab 
sie besonders leicht und in guter Ausbeute durch Zerfall der Hexosen 
sowie des Glucosamins® entsteht. Das Brom greift in £- und 6-Stellung 
an -—- primar tritt CH,Br.CO.CHBr.CH,.COOH auf? — und 
die Bildung der Methylglyoxalyl-essigsiure = 6-Oxo-livulinsiure kommt 
also schlieBlich auf eine in vitro erzielte paarige Oxydation eines Zucker- 
spaltungs-produktes heraus. Sieht man von der theoretisch verstind- 
lichen Entstehung des Serins und der experimentell auf verschiedenen 
Wegen (Erlenmeyer, de Jong, Skita, Wulff, Aubel, Bourguel u.a.) er- 
reichten Umwandlung von Brenztraubensiure in Alanin ab, so sind 
bisher kaum sichere Uberginge bekannt, welche Derivate der Zucker- 
gruppe biochemisch mit den iibrigen Aminosiuren verkniipfen. Die 
Vorstellung, daB man «-Keto- bzw. «-Oxy-siuren als die natiirlichen 
Vorstufen der Aminosauren zu gelten haben, wird dadurch beeintrachtigt, 
daB man die entsprechenden héheren N-freien Saiuren bisher nur aus 
den Aminoséuren selbst biockemisch herzuleiten vermag, wodurch fiir 
das Problem der Ziweib-synthese wenig gewonnen ist. Bei dem groBen 


~ 


Bezeichnung nach K. Freudenberg u. P. Karrer. 

E. 0. v. Lippmann, B. 15, 1156, 1882; 24, 3301, 1891. 

C. Neuberg u. M. Ringer, diese Zeitschr. 71, 226, 1915; 91, 131, 1918, 
C. Neuberg u. M. Ringer, ebendaselbst 71, 237, 1915. 

L. Wolff, A. 229, 266, 1885; 260, 79, 1890. 

i’, Hamburger, diese Zeitschr. 36, 1, 1911. 
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Anteil, den speziell die /(+)-Glutaminsdure am Aufbau der Proteine 
nimmt, scheint uns die Méglichkeit der angedeuteten Beziehung einer 
Beachtung wert 

Erwahnt sei noch, dab von der Methylglyoxalyl-essigsiure aus 
ein rein chemischer Weg in die /midazol-rethe fiihrt, wie F. Knoop und 
A. Windaus' vor langerer Zeit beobachtet haben. 


Versuchsteil. 


Die Methylglyoxalyl-essigsiure wurde durch Bromierung von Lavulin- 
siure nach Wolff (l.¢.) und Hydrolyse der schén kristallisierten Di-brom- 
lavulinsiure gewonnen. Da die Gefahr besteht, daB Schwefelwasserstoff 
auf das Metylglyoxal-derivat einwirkt, haben wir das in Lésung gegangene 
Silber, mit dem der vorhandene Bromwasserstoff zu entfernen ist, nicht 
mit H,S, sondern durch genaue Ausfallung mit Salzsiiure beseitigt. Die 
Saure selbst kann direkt in wisseriger Lésung angewendet werden, indem 
man ihren Gehalt durch Titration ermittelt. 

Von der bisher wenig charakterisierten Methylglyoxalyl-essigsiure 
wurde das kristallisierte Di-Thio-semicarbazon gewonnen. 





Methylgl yoxal yl-essigsdure-di-thiosemicarbazon. 

0,84 g Saure in 20 cem Wasser wurden mit 1,18 g Thio-semicarbazid 
in wenig heiBem Wasser vermischt. Dabei fiel das Di-Thio-semicarbazon 
sofort als gelblicher Niederschlag aus. Nach zweimaligem Umkristallisieren 
aus heiBem Wasser unter Zugabe von etwas Tierkohle schmolz die Substanz 
bei 223 bis 225° unter Zersetzung. Sie kristallisierte in feinen schwach 
gelben Nadeln. Erhalten wurden 1,4 g = 78,7°, der Theorie. 

Zur Analyse wurde das Di-Thio-semicarbazon im Hochvakuum iiber 
P,O; bei Zimmertemperatur getrocknet. 

4,351 mg Substanz: 4,860 mg CO, und 1,721 mg H,0O. 


0.0734 g ” 19,65 ccm N, (752 mm, 22°). 
10,022 mg 9 16,600 mg BaSQ,. 
C,H,y,0,.N,8,. Ber.: C = 30,41, H = 4,38, N = 30,42, S = 23,20%; 
(276,32) gef.: C = 30,47, H = 4,42, N = 30,65, S = 22,75%. 
Dismutation. 


l. Haupt-ansatz. 
5g Methylglyoxalyl-essigsdure, 
150 g Sinner-hefe, 
25g CaCO, 
10 cem Tolucol, 
mit Leitungswasser auf 1000 éem aufgefiillt. 


2. Kontroll-ansatz. 
0.2 g Saure, 
10g CaCO,, 
0,4cem Toluol, 
mit Leitungswasser auf 40 cem aufgefiillt. 





! F. Knoop u. A. Windaus, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 7, 147, 1906 
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Dismutation der Methylglyoxalyl-essigsiure zu Oxy-glutarsiure. 245 


Die Gemische wurden bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Nach 
40 Stunden war mit p-Nitro-phenylhydrazin-acetat! im Hauptansatz 
praktisch kein Ausgangsmaterial mehr nachweisbar; nach 64 Stunden 
fiel die Reaktion vollkommen negativ aus. Der Kontroll-ansatz war un- 
verandert geblieben. 

Die weitere Verarbeitung geschah in der Art, die wir fiir die Isolierung 
von milchsaurem Zink bei der Dismutation von Methylglyoxal bewahrt 
gefunden haben. Die Gesamtmenge des Haupt-ansatzes wurde zentrifugiert 
(860 ccm), auf dem Wasserbad etwa zur Halfte eingedampft, dann filtriert 
und weiter auf ein geringes Volumen eingeengt, mit Phosphorsiure schwach 
kongosauer gemacht und zum Sirup konzentriert. Dieser wurde mit frisch 
gegliihtem Na,SO, zu einem staubfeinen Pulver verrieben und mit Ather 
im Soaxhlet-Apparat erschépfend ausgezogen. Zum Extrakt wurde etwas 
Wasser gegeben, um die Lactonbildung zu verringern; der Ather wurde 
dann verjagt und der Riickstand auf dem Dampfbad mehrmals zur Ent- 
fernung fliichtiger Saiuren mit Wasser eingeengt sowie schlieBlich in Wasser 
aufgenommen. 

Zur Uberfiihrung in das Zinksalz wurde die Lésung der « Oxy-glutar- 
siure in zwei gleiche Teile geteilt, von denen der erste direkt mit Zinkoxyd 
behandelt, der andere auf dem Wege iiber das Bariumsalz in das Zinksalz 
verwandelt wurde. 

a) Die Lésung der Oxysaure, verdiinnt auf etwa 200 cem, wurde mit 
iiberschiissigem ZnO 2 Tage auf dem Wasserbade erhitzt, mit etwas Tier- 
kohle entfarbt, filtriert und auf dem Wasserbad konzentriert. Dabei 
kristallisierte das Zinksalz aus. Isoliert wurden 1,98 g 4,6 g fiir den ganzen 
Ansatz. Ausbeute 45,2°, der Theorie®. Zur Reinigung wurde das Zinksalz 
aus heiBem Wasser umkristallisiert. 

0,1592 g lufttrockenes Salz verloren bei 120° 0,0330 g H,O und hinter- 
lieBen beim Gliihen 0,0486 g ZnO. 


C,H,O;Zn + 3H,O. Ber.: H,O = 20,37, Zn = 24,62%; 
(265,49) gef.: H,O = 20,73, Zn = 24,53%,. 


b) Die zweite Halfte der «-Oxy-siéure (in 200 cem Wasser) wurde mit 
Barytwasser versetzt, bis das Gemisch auch beim Erhitzen deutlich alkalisch 
gegen Phenolphthalein reagierte. Dadurch wird vorhandene Lactonséure 
schnell in das Salz verwandelt. Nach 36stiindigem Aufbewahren bei Zimmer- 
temperatur wurde die Lésung noch eine halbe Stunde auf dem Wasserbad 
erwarmt, dann zur Entfernung von iiberschiissigem Bariumhydroxyd mit 
CO, behandelt, filtriert und im Vakuum auf etwa 100 ccm gebracht. Aus 
der nochmals filtrierten Lésung wurde das Ba-Salz durch EingieBen in die 
vierfache Menge Alkohol ausgefallt, nach dem Absitzen abgesaugt, mit 
Alkohol gewaschen und getrocknet. Erhalten wurden 4,05 g = 9,42 g fiir 
den ganzen Ansatz oder 86,5% der Theorie. 

3,5 g des rohen Salzes in 100 cem Wasser wurden mit der berechneten 
Menge kristallisiertem Zinksulfat in 100 cem Wasser in der Siedehitze um- 
gesetzt, mit etwas Tierkohle entfairbt und auf dem Wasserbad konzentriert. 
Hierbei trat schnell Kristallisation ein. Erhalten wurden 1,8 g reines Zn- 


Dieses liefert mit Lésungen von Methylglyoxalyl-essigsiure dicke 
scharlachrote Fallungen. 

2 Bei Berechnung der Ausbeuten ist zu bedenken, daB das Ausgangs- 
material nicht 100° ig war. 
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Salz; das sind 2,08 g aus 4,05 g Ba-Salz, oder 4,85 g fiir den ganzen Ansatz. 
Ausbeute 47,5°%, der Theorie. 
Das Salz wurde aus viel heiBem Wasser umkristallisiert. 
0,1656 g lufttrockenes Salz gaben bei 120° 0,0342 g H,O ab und hinter- 
lieBen beim Gliihen 0,0506 g ZnO. 
C;HgO;Zn + 3H,O. Ber.: H,O = 20,37, Zn = 24,62% ; 
(265,49) gef.: H,O = 20,65, Zn = 24,55. 


I 


Zur Priifung auf optische Aktivitaét wurden die beiden Proben des 
Zn-Salzes nach der Vorschrift von E. Fischer und A. Moreschi (a. a. O.) 
in das Natriumsalz verwandelt. Die Ausbeute war nahezu quantitativ. 


a) 0,6g Na-Salz aus 0,9g Zn-Salz. 
(«]#} = + 7,479 (a = + 0,75°, 1 = 1, c = 10,040). 
0,0956 g Substanz: 0,0700 g Na, SO,. 
C;HgO,Na,. Ber.: Na = 23,95: gef.: 23,71%. 
(192,07) 
B) 0,7 g Na-Salz aus 1,0g Zn-Salz. 
(«]?? = + 7,49° (a = + 0,75°, 1 = 1, c = 10,016). 
0,1508 g Substanz: 0,1104 g Na, SO,. 
C;HgO,; Nag. Ber.: Na = 23,95; gef.: 23,72° 
(192,07) 


o° 


Aus den Daten der Literatur ergibt sich als Mittelwert [«]p = 8,4°. 











